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1 Einleitung 
Haptoglobin ist bisher vor allem bekannt durch seine Funktion, freies 
Hämoglobin zu binden. Es wird jedoch zunehmend klar, dass es auch 
immunmodulatorische Wirkungen auf Leukozyten und deren Botenstoffe hat, 
die gehäuft in Endometrium und Dezidua vorkommen. Da die Entwicklung einer 
Schwangerschaft anscheinend einer strengen immunologischen Regulierung 
unterliegt, wurde schon mehrfach vermutet, dass Haptoglobin in diesen Prozess 
eingreift und von maßgeblicher Bedeutung ist. 
1938 wurde Haptoglobin von Polonovski und Jayle entdeckt (Polonovski & 
Jayle 1938). Es wird vor allem in Hepatozyten, aber auch in verschiedenen 
anderen Organen wie Lunge, Haut, Milz und Niere synthetisiert und ist ein 
Protein der Akute-Phase-Reaktion. Im Plasma von Erwachsenen liegt seine 
Konzentration zwischen 0,38 bis 2,08 g/l (Sadrzadeh & Bozorgmehr 2004). 
Haptoglobin ist ein 2-Glykoprotein bestehend aus einer -Kette mit einem 
Gewicht von 40 kDa und einer -Kette, bei der zwischen 1 mit 8,9 kDa und 2 
mit 16 kDa unterschieden wird. In der 2-Kette hat eine Duplikation zweier 
Abschnitte gegenüber der 1-Kette stattgefunden. Desweiteren werden 
verschiedene Haptoglobinsubtypen unterschieden (Polticelli et al. 2008). Bei 
kodominanter Vererbung entstehen die drei Phänotypen Haptoglobin 1-1, 
Haptoglobin 2-1 und Haptoglobin 2-2. Haptoglobin 1-1 ist ein Tetramer 
bestehend aus zwei 1-Einheiten, die über Disulfidbrücken miteinander 
verbunden sind, und somit die kleinste Haptoglobinform (Wassell 2000, 
Dobryszycka 1997). Bei Haptoglobin 2-1 entsteht ein Polymer, bei dem an 
jedem Ende eine 1-Einheit und dazwischen ein bis mehrere 2-Einheiten 
liegen. Haptoglobin 2-2 schließlich bildet eine Ringstruktur aus mehreren 2-
Einheiten und ist das größte Haptoglobin mit bis zu 900 kDa (siehe Abbildung 
1.1). Dieser Polymorphismus zeigt sich nur bei Menschen.  
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Abbildung 1.1 Schematische Darstellung Haptoglobin-Struktur 
1-Kette      ,   2-Kette       ,  -Kette        ,   Disulfidbrücke   –S—S-  
Haptoglobin 2-1 ist hier beispielhaft mit zwei  2-Einheiten dargestellt, 
Haptoglobin 2-2 mit vier  2-Einheiten,  
Die Hauptfunktion des Haptoglobins liegt sicherlich in der schon lange 
bekannten Bindung von freiem Hämoglobin. Der Haptoglobin-Hämoglobin-
Komplex schützt vor allem Neuronen und Endothelien vor freien Radikalen, 
deren Bildung durch das Eisen des Hämoglobins katalysiert wird (Dobryszycka 
1997). Außerdem ist der Haptoglobin-Hämoglobin-Komplex  zu groß, um von 
den Glomeruli der Niere gefiltert zu werden, so dass ein Hämoglobinverlust 
verhindert wird.  
Neben der Komplexbildung weist Haptoglobin jedoch noch viele weitere 
Funktionen auf. Es aktiviert die Angiogenese sowie das Wachstum und die 
Differenzierung von Endothelzellen und greift damit sowohl in die Wundheilung 
als auch in die Tumorgenese ein (Sadrzadeh & Bozorgmehr 2004, Wassell 
2000). 
Vor allem im Immunsystem scheint Haptoglobin eine Rolle einzunehmen, deren 
Bedeutung zunehmend offensichtlicher wird. Es bindet über verschiedene 
Rezeptoren an zahlreiche Immunzellen wie Monozyten, Granulozyten, B-
Lymphozyten und natürliche Killer-Zellen (Sadrzadeh & Bozorgmehr 2004), 
beeinflusst diese und wird wiederum von diesen oder ihren Produkten 
beeinflusst.  
Neben den oben genannten Funktionen gibt es Hinweise, dass Haptoglobin 
auch bei der Entstehung und Entwicklung einer Schwangerschaft von 
Bedeutung ist (Nauta 2006). Haptoglobin scheint im immunologischen 
Zusammenspiel dezidualer Lymphozyten und ihrer Zytokine eine Rolle zu 
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spielen (von Rango 2005) und könnte damit für die immunologische Toleranz 
eines Fetus von Bedeutung sein.  
Die drei Phänotypen des Haptoglobins sind unter anderem bei der Feststellung 
von Vaterschaften von Bedeutung. Jedoch werden auch viele Funktionen des 
Haptoglobins und die Prognosen diverser Erkrankungen durch die Phänotypen 
beeinflusst (Dobryszycka 1997). So ist die totale Hämoglobin-
Bindungskapazität bei Haptoglobin 2-2 niedriger, dementsprechend gewährt es 
einen schlechteren antioxidativen Schutz. Die angiogenetische Wirkung ist 
dagegen stärker als bei den anderen Phänotypen (Wassell 2000). Bei 
Individuen mit dem Phänotypen Haptoglobin 2-2 finden sich vermehrt einige 
Autoimmunerkrankungen, psychiatrische Erkrankungen und die periphere 
arterielle Verschlusskrankheit. Die Cholesterin- und Triglyzeridspiegel sind 
erhöht, bei Tuberkulose und HIV ist bei ihnen die Mortalität höher. Haptoglobin 
1-1 geht vermehrt mit verschiedenen Tumoren einher. Auch bei der Fertilität 
scheint es einen Einfluss des Phänotypen zu geben (Bottini et al. 1999). 
Haptoglobin ist ein vielseitiges Protein, dessen Funktionen bis heute zu einem 
großen Teil noch nicht ausreichend bekannt sind. Diese Arbeit soll helfen, einen 
Teil dieser Funktionen besser zu verstehen und in den großen Gesamtkomplex 
Schwangerschaft einordnen zu können. 
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2 Zielsetzung 
Immer mehr wird klar, dass Haptoglobin die Entwicklung einer Schwangerschaft 
durch Einwirken auf deziduale Lymphozyten und ihre Zytokine beeinflussen 
kann. Deshalb wurden verschiedene Versuche durchgeführt, um die möglichen 
Funktionen, die Haptoglobin dabei ausfüllen kann, von mehreren Richtungen zu 
beleuchten. 
Das Hauptziel unserer Arbeit war es festzustellen, wie stark und an welchen 
Orten Haptoglobin im Verlauf des weiblichen Zyklus bzw. der frühen 
Schwangerschaft gebildet wird. Dazu wurden Endometrium- und 
Deziduaproben aus diesen Zeiträumen mittels PCR, Western Blot und 
Immunhistochemie auf das Vorhandensein von Haptoglobin hin untersucht. 
Schwankungen der Haptoglobinbildung über den Zyklus oder die 
Schwangerschaft wären ein Zeichen dafür, dass Haptoglobin nicht nur einfach 
dort gebildet wird, sondern einer Regulation unterliegt. Ein spezifisches 
zeitliches oder räumliches Expressionsmuster könnte Hinweise auf seine 
Bedeutung liefern. 
Die drei verschiedenen Phänotypen des Haptoglobins haben Einfluss auf 
dessen Funktion und wirken sich auch auf Prognosen diverser Erkrankungen 
aus (Dobryszycka 1997). Auch bei der Fertilität scheint es eine solche 
Einflussnahme des Phänotypen zu geben (Bottini et al. 1999). Deshalb wurde 
hier zusätzlich untersucht, ob ein signifikanter Unterschied bei den Phänotypen 
fertiler und infertiler Frauen zu finden ist.  
Haptoglobin wird neben der Leber auch in verschiedenen anderen Organen wie 
Lunge, Haut, Milz und Niere exprimiert (Sadrzadeh und Bozorgmehr 2004). Um 
die Bedeutung des uterinen Haptoglobins quantitativ einordnen zu können, 
wurde daher der Gehalt der mRNA in verschiedenen Geweben mit dem Gehalt 
in Endometrium und Dezidua verglichen. 
Durch die Ergebnisse dieser Arbeit soll ein kleiner Teil zu dem Gesamtbild 
beigetragen werden, welche Bedeutung Haptoglobin in der Schwangerschaft 
zukommt. 
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3 Material und Methoden 
3.1 Materialgewinnung 
3.1.1 Endometriumproben 
Die Gewinnung der Proben erfolgte in Kooperation mit den gynäkologischen 
Abteilungen des Luisenhospitals (Dr. med. D. Crommelinck), des 
Marienhospitals (Prof. Dr. med. M. Kusche) und des Universitätsklinikums in 
Aachen (Prof. Dr. med. W. Rath) sowie dem Krankenhaus Eschweiler (Prof. Dr. 
med. C. Karl). Es wurden endometriale Gewebeproben normo-ovulatorischer 
Frauen verwendet, die unmittelbar nach einer Hysterektomie gewonnen 
wurden. Die häufigsten Indikationen für die Hysterektomien waren Uterus 
myomatosus und Descensus uteri. Es wurden nur Frauen ausgewählt, die 
einen regelmäßigen Zyklus hatten und seit mindestens sechs Monaten keine 
Hormonpräparate einnahmen. Die Ethikkommission genehmigte die Entnahme 
der Gewebeproben. 
Die Endometriumproben wurden aus dem Corpus- und Fundusbereich 
entnommen. Es wurden Gewebeblöcke mit einem Querschnitt von 0,5 cm und 
einer Kantenlänge von 1,0 cm geschnitten, wobei das endometriale 
Oberflächenepithel an der Oberseite und Myometrium an der 
gegenüberliegenden Seite lagen. Je ein Gewebeblock wurde sofort in flüssigem 
Stickstoff bei –196 °C schockgefroren. Ein weiterer  Block wurde für die 
Einbettung in Paraffin über Nacht bei 4 °C in 3,7 %  neutral gepuffertem 
Formalin inkubiert und anschließend für je 1 h in PBS und 0,86 % NaCl gespült. 
Dann wurde er in der aufsteigenden Alkoholreihe beginnend mit 50 % 
Isopropanol je eine Stunde pro Schritt bei Raumtemperatur dehydriert und in 
Paraffin eingebettet. Dabei wurden ausschließlich Lösungen verwendet, die 
mittels DEPC (Diethylpyrocarbonat; Sigma) behandelt waren, um Nucleasen zu 
inhibieren. 
Zusätzlich wurde mit einem Skalpell endometriales Material vom Myometrium 
abgeschabt. Das auf diese Weise gewonnene Abradatmaterial wurde für die 
spätere Proteingewinnung in 0,15 mol Ammoniumhydrogencarbonat 
(NH4HCO3) aufgenommen und direkt in flüssigem Stickstoff eingefroren. Für 
die Isolierung von RNA wurde Gewebe in Guanidiniumthiocyanat (GTC; 4 mol 
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Guanidiniumthiocyanat, 25 mmol Natriumcitrat pH 7, 0,5 % Sarkosyl, 0,1 mol 
2-Mercaptoethanol) oder in RNAlater (Ambion, Frankfurt/D) aufgenommen und 
ebenfalls sofort eingefroren.  
Bei dieser Art der Probengewinnung kann davon ausgegangen werden, dass es 
sich nur um endometriales Gewebe handelt, da das Myometrium im Gegensatz 
zum Endometrium widerstandsfähigeres Gewebe darstellt, das bei dem 
Abschabeprozess nicht mit abgelöst wird.  
Insgesamt standen Endometriumproben von 59 Patientinnen zur Verfügung. Da 
jedoch aufgrund der Mengenbegrenzung beim Arbeiten mit menschlichem 
Probenmaterial nicht für alle Methoden ausreichend Gewebe vorhanden war, 
konnten nicht alle Proben in allen Analysen eingesetzt werden. 
3.1.2 Phasen des weiblichen Zyklus 
Der weibliche Zyklus wurde in vier verschiedene Abschnitte unterteilt. Der erste 
Abschnitt reicht von Tag zwei bis Tag 14 und entspricht der Proliferations- oder 
Follikelphase. In dieser Phase wird das abgestoßene Stratum functionale 
wieder aufgebaut. Histologisch zeigt sich im Verlauf eine Verbreiterung des 
Endometriums und es kommt zu einer Zunahme und beginnenden 
Schlängelung der Drüsen. Am 14. Tag erfolgt in einem normozyklischen Zyklus 
mit 28 Tagen die Ovulation. Dann folgt die Sekretions- oder Lutealphase. Da 
gerade dieser Zeitraum bei der Entstehung einer Schwangerschaft interessiert, 
wurde er nochmals in drei funktionale Phasen unterteilt. In der frühlutealen 
Phase vom 15. - 19. Zyklustag, die auch Transformationsphase genannt wird, 
wird das Endometrium auf die Implantation vorbereitet. Die mittelluteale Phase 
vom 20. - 24. Tag entspricht dem Zeitraum, in dem die Implantation stattfindet, 
und in der spätlutealen Phase vom 25. – 28. Tag beginnt bei entstehender 
Schwangerschaft die Invasion des Trophoblasten, ansonsten wird die 
Abstoßung der Schleimhaut vorbereitet. Histologisch nimmt die Schlängelung 
der Drüsen in der Lutealphase weiter zu und sie bekommen eine Sägeblattform. 
Die Gefäße sind stark gewunden und werden deswegen auch Spiralarterien 
genannt. Wenn keine Schwangerschaft eintritt, kommt es danach in der 
Desquamationsphase zur Menstruation. Die taggenaue Datierung der 
Endometriumproben erfolgte nach den Kriterien von Noyes et al. (1950). 
   3 Material und Methoden 
  
3.1.3 Deziduaproben 
Die Gewebeproben der Dezidua aus dem ersten und zweiten Trimester der 
normalen intrauterinen Gravidität wurden in Kooperation mit der 
Bourgognekliniek in Maastricht (Dr. G. Raven) gewonnen. Die Frauen wurden 
vor dem Eingriff über die Art und den Sinn der Studie aufgeklärt und gaben ihre 
Zustimmung zur Freigabe des nicht vom Embryo stammenden Gewebe-
Materials. Schriftliche Einverständniserklärungen lagen der Bourgognekliniek 
vor.  
Die Beendigung der Schwangerschaft erfolgte unter örtlicher Betäubung der 
Cervix. Der Embryo sowie das gesamte deziduale Gewebe wurden durch 
Vakuum und ohne vorherige Prostaglandingabe abgesaugt. Nach einer kurzen 
Kontrolle durch den behandelnden Arzt konnte das Material sofort weiter 
verarbeitet werden.  
Es wurden nur Proben von nachgewiesen fertilen Frauen, die nicht unter dem 
Einfluss exogener Hormone standen, in die Studie einbezogen. Kriterien dafür 
waren: Die Frauen hatten keine Fehlgeburten, mindestens ein Kind oder waren 
bereits im zweiten Trimenon, so dass von einer erfolgreichen Schwangerschaft 
auszugehen war, und sie hatten mindestens drei Monate vor der 
Schwangerschaft keine Hormonpräparate eingenommen. 
Die Datierung der Proben erfolgte nach der Dauer der Amenorrhö, den Daten 
zum normalen Zyklus, sowie der mittels Ultraschall bestimmten Scheitel-Steiß-
Länge (erste Trimester) bzw. des Biparietal-Durchmessers (zweites Trimester).  
Für die spätere Isolierung von RNA wurde Gewebe in Guanidiniumthiocyanat 
oder in RNA-later aufgenommen und sofort eingefroren. 
Für die spätere Isolierung von Proteinen wurde Gewebematerial in 0,15 mol 
Ammniumhydrogencarbonat (NH4HCO3) aufgenommen und sofort in flüssigem 
Stickstoff eingefroren.  
Für die Immunhistochemie wurden Gewebeproben in 3,7 %igem neutral 
gepufferten Formalin für vier Stunden fixiert, in der aufsteigenden Alkoholreihe 
mit Isopropanol je eine Stunde dehydriert und schließlich in Paraffin 
(niedrigschmelzend bei ca. 52 °C; Sigma, Taufkirche n/D) eingebettet. Auch hier 
wurden ausschließlich mit DEPC behandelte Lösungen verwendet. 
Es standen insgesamt Deziduaproben von 85 Patientinnen zur Verfügung. Auch 
hier konnten durch die begrenzte Materialmenge nicht an allen Proben alle 
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Methoden durchgeführt werden, so dass es zu unterschiedlichen Probenzahlen 
bei den verschiedenen Methoden kam. 
3.1.4 Phasen der Frühschwangerschaft 
Es standen Deziduaproben von der fünften bis zur 16. Schwangerschaftswoche 
(post menstruationem) zur Verfügung. Frühere Proben waren kaum möglich, da 
eine Schwangerschaft gewöhnlich nicht früher festgestellt wird. Spätere 
Deziduaproben waren in der ambulant behandelnden Bourgognekliniek nicht zu 
gewinnen, da eine Beendigung der Schwangerschaft zu einem späteren 
Zeitpunkt nur unter Vollnarkose durchgeführt werden konnte.  
Um Unterschiede in der Expression von Haptoglobin in den verschiedenen 
Phasen der Frühschwangerschaft erkennen zu können, wurden die 
Schwangerschaftswochen in vier gleiche Abschnitte mit je drei Wochen 
eingeteilt. Der erste Abschnitt enthält damit die 5. – 7. Schwangerschaftswoche, 
der zweite die 8. – 10., im dritten liegen die 11. – 13. Woche und die 14. – 16. 
Schwangerschaftswoche sind im letzten Abschnitt.  
Proben bis einschließlich der 12. Schwangerschaftswoche werden dem ersten 
Trimenon zugerechnet, mit der 13. Schwangerschaftswoche beginnt das zweite 
Trimenon. Ab der fünften Schwangerschaftswoche beginnt die Invasion, ihren 
Höhepunkt hat sie im Zeitraum 8. – 10. Schwangerschaftswoche. In den 
Zeitraum 11. – 13. Schwangerschaftswoche fällt der Übergang zum zweiten 
Trimenon, in dem beim Menschen die Durchblutung des intervillösen Raums 
einzusetzen scheint. Ab der 14. Schwangerschaftswoche nimmt die Invasion 
wieder deutlich ab.  
Die Dezidua kann in eine Decidua basalis, die durch die Anwesenheit 
invadierender Trophoblastzellen gekennzeichnet ist, und eine Decidua 
parietalis, in der diese Trophoblastzellen fehlen, unterteilt werden (siehe 
Abbildung 3.1). Zur Unterscheidung dieser Bereiche wurde ein 
immunhistochemischer Zytokeratinnachweis durchgeführt (siehe 3.5.5). Das 
Zytoskelettprotein ist in Epithelien zu finden, und somit auch in 
Trophoblastzellen, die epithelialer Herkunft sind.  
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Abbildung 3.1  Aufbau der Dezidua 
Die Dezidua kann je nach Invasion durch embryonale Zellen in eine Decidua basalis 
und Decidua parietalis unterteilt werden. Auf den Photos lässt sich in der 
Zytokeratinfärbung der Unterschied zwischen der Dezidua basalis mit den 
invadierenden Trophoblastzellen und der Dezidua parietalis, die frei von solchen Zellen 
ist, erkennen. Außerdem ist die Invasion von Trophoblastzellen in die Gefäße und die 
Verdrängung der Endothelzellen zu sehen.  
Abbildung aus Habilitierungsschrift Ulrike von Rango, 2005 
3.1.5 Uterussekretproben 
Die Gewinnung der Uterussekretproben erfolgte in Zusammenarbeit mit der 
IVF-Praxisklinik Ulm (Prof. Dr. med. K. Sterzik). Patientinnen, die in die 

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Sterilitätssprechstunde der Klinik kamen, gaben ihr Einverständnis zur 
Entnahme einzelner Uterussekretproben zu Beginn einer Sterilitätsdiagnostik.  
Die Entnahme erfolgte ambulant mit dem Einmalinstrument „Prevical“ 
(Nourypharma, Oberschleißheim/D), das eine direkte Sekretgewinnung aus 
dem Uterus ohne vorherige Zervixdilatation oder Kontamination mit 
Scheidensekret ermöglicht. Die gewonnene Sekretprobe wurde mit Aqua dest. 
in ein Probenröhrchen gespült und sofort tiefgefroren. Es waren insgesamt 
sieben Uterussekretproben verfügbar. 
3.1.6 Einteilungskriterien der Fertilität 
Da frühere Publikationen (Bottini et al. 1999) eine Beziehung zwischen dem 
Phänotypen des Haptoglobins und der Fertilität einer Frau herstellen, sollte 
dieser mögliche Zusammenhang untersucht werden. Dazu wurden die 
Phänotypen einer Gruppe nachgewiesen fertiler Frauen mit den Phänotypen 
einer Gruppe infertiler Frauen verglichen. 
Als besonders fertil wurden für diese Arbeit Frauen eingeschätzt, die 
mindestens eins der folgenden Kriterien erfüllten: drei erfolgreiche 
Schwangerschaften bis einschließlich zum 20. Lebensjahr oder vier erfolgreiche 
Schwangerschaften ab dem 20. Lebensjahr oder eine Schwangerschaft über 
dem 35. Lebensjahr und frühere erfolgreiche Schwangerschaften. Als 
erfolgreich wurde eine Schwangerschaft gewertet, wenn sie bis zur Geburt oder 
bis zur freiwilligen Interruptio bestand hatte. Bei jeder Interruptio wurde 
überprüft, ob die Schwangerschaft intakt war. Nur Proben aus intakten 
Schwangerschaften wurden in die Auswertung miteinbezogen. Außerdem 
wurde darauf geachtet, dass die Frauen dieser Gruppe keine Fehlgeburten 
erlitten hatten. Ausgenommen davon war eine Frau, die bei sieben 
Schwangerschaften eine Fehlgeburt hatte. Dies kann man nicht als 
Verminderung der Fertilität werten, zumal sich die zum damaligen Zeitpunkt 
25 jährige Patientin wieder mit einer intakten Schwangerschaft in der 
Bourgognekliniek vorstellte. 
Zur Gruppe der infertilen Frauen wurden Frauen gezählt, die zu einer In-vitro-
Fertilisation in die IVF-Praxisklinik Ulm kamen und eine gesichert weibliche 
Ursache für die Infertilität hatten, oder bei denen die Ursache unbekannt war 
und eine andrologische Ursache jedoch ausgeschlossen worden war. 
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3.1.7 RNA-Proben von verschiedenen Geweben 
Für den Gewebevergleich der Haptoglobin-Expression wurden neben den 
eigenen isolierten RNA-Proben aus Dezidua und Endometrium auch käufliche 
RNA-Proben eingesetzt. Dabei handelte es sich um RNA aus Lunge, Leber, 
Ovar, Testis, Tube, Mamma (alle Ambion) und Schilddrüse (Clontech; Mountain 
View/USA). 
3.2 RNA-Isolierung 
3.2.1 RNA-Isolierung von Proben in RNAlater mit High Pure RNA Tissue Kit 
(Roche, Penzberg/D) 
Maximal 25 µg jeder Probe in RNAlater (RNA Stabilization Solution; Ambion) 
wurden in 900 µl Lysis/Binding-Puffer für ca. 90 Sekunden mit einem 
Homogenisator nach Potter-Elvehjem (Fischer Scientific, Schwerte/D) 
homogenisiert. Anschließend wurden 500 µl Phenol und 200 µl Chloroform 
hinzugefügt. Nach Zentrifugation mit 14800 g und 4 °C für 10 min wurde der 
wässrige Überstand in ein RNAse freies Cap überführt und mit 0,5 Vol. 
100 %igem Ethanol vermischt. Das Homogenat/Ethanol-Gemisch wurde auf ein 
High Pure Filter Tube, das auf ein Auffanggefäß gesteckt wurde, aufgetragen. 
Es wurde mit 13000 g und Raumtemperatur für 30 Sekunden zentrifugiert, um 
das Gemisch in den Filter hineinziehen zu lassen. Ein Durchlauf entstand dabei 
nicht. Dann wurden 90 µl DNAse Inkubationspuffer + 10 µl DNAse I auf das 
Filter Tube gegeben. Die Lösung zog in den Filter, und dieser wurde für 30 
Minuten bei 37 °C in einem Hybridisierungsofen inku biert. Anschließend wurden 
500 µl Waschpuffer I hinzugegeben und bei 8000 g für 15 Sekunden 
zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen und der Vorgang mit 
Waschpuffer II wiederholt. Dann wurden noch einmal 300 µl Waschpuffer II in 
das Filter Tube gegeben und für 2 Minuten mit 13000 g zentrifugiert. Das Filter 
Tube wurde in ein steriles Reaktionsgefäß gesetzt und die RNA mit 50-100 µl 
Elutionspuffer durch Zentrifugation mit 8000 g für eine Minute 
herausgewaschen. Die eluierte RNA wurde bei – 70 °C  weggefroren. 
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3.2.2 RNA-Isolierung von Proben in RNAlater mit Rneasy Mini Kit (Qiagen, 
Hilden/D) 
Von der Probe wurde ein kleines Stück abgeschnitten und in 1 ml GTC + 7,2 µl 
Mercaptoethanol mit dem Elvehjem-Potter homogenisiert. Anschließend wurden 
500 µl Phenol und 200 µl Chloroform hinzugefügt. Nach Zentrifugation mit 
14800 g bei 4 °C für 10 min wurde der wässrige Über stand in ein RNAse freies 
Cap überführt und mit 1 Vol. 70 %igem Ethanol vermischt. Das 
Homogenat/Ethanol-Gemisch wurde auf eine RNeasy-Säule aufgetragen, die 
eine Silica-Gel-Membran enthielt, an die die RNA band. Das zuvor hinzugefügte 
Ethanol schaffte die geeigneten Bedingungen für die Bindung. Die Säule wurde 
mit 10300 g bei Raumtemperatur für 15 Sekunden zentrifugiert. Der Durchlauf 
wurde verworfen und die Säule mit 700 µl RW1-Puffer gewaschen 
(Zentrifugation mit 10300 g, Raumtemperatur, 15 sec; Pufferbenennung siehe 
Kit-Anleitung). Dies wurde mit 500 µl RPE-Puffer wiederholt. Anschließend 
folgte eine letzte Waschung mit 500 µl RPE-Puffer durch Zentrifugation mit 
17400 g für zwei Minuten. Der Durchlauf wurde wieder verworfen und die Säule 
erneut mit 17400 g für eine Minute zentrifugiert. Dann wurde die Säule in ein 
„collection tube“ überführt und zweimal mit 30 µl RNAse freiem Wasser mit 
10300 g bei Raumtemperatur für eine Minute zentrifugiert und so die RNA 
eluiert.  
Im Anschluss an die RNA-Isolierung wurde ein DNAse-Verdau mit dem DNA-
free Kit (Ambion) durchgeführt. Dazu wurden zu der RNA-Probe 0,1 Vol 10x 
DNAse Puffer und 1 µl DNAse I hinzugefügt und für 30 Minuten bei 37 °C 
inkubiert. Dann wurde 0,1 Vol DNAse Inactivation Reagenz hinzugegeben, 
sorgfältig gemischt und bei Raumtemperatur für zwei Minuten inkubiert. 
Anschließend wurde die Probe mit 10000 g für eine Minute zentrifugiert, um das 
DNAse Inactivation Reagenz zu pelletieren. Der Überstand, der die nun reine 
RNA enthielt, wurde in ein neues Cap überführt und bei – 70°C eingefroren. 
3.2.3 RNA-Isolierung von Proben in GTC-Homogenat mit Rneasy Mini Kit 
(Quiagen) 
Zu den Proben in GTC-Homogenat wurden 500 µl Phenol und 200 µl 
Chloroform hinzugefügt. Nach Zentrifugation mit 14800 g bei 4 °C für 10 min 
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wurde der Überstand in ein RNAse freies Cap überführt und mit 1 Vol. 
70 %igem Ethanol vermischt. Das Homogenat/Ethanol-Gemisch wurde auf eine 
RNeasy-Säule aufgetragen. Danach wurde wie bereits unter 3.2.2 beschrieben 
verfahren. 
3.2.4 Bestimmung der RNA-Menge 
Die gewonnene RNA-Menge wurde durch photometrische 
Konzentrationsmessung bestimmt. Dazu wurden 5 µl RNA-Lösung mit 495 µl 
RNAse-freiem Wasser verdünnt und bei 260 nm mit dem Spectrophotometer 
DU 800 (Beckman Coulter GmbH, Krefeld/D) gemessen. Die Konzentration bei 
dieser Verdünnung wurde mit folgender Formel berechnet:  
 
RNA-Konzentration in µg/µl = Absorption bei 260 nm • 4. 
 
Der Reinheitsgrad der RNA wurde durch Bestimmung des Verhältnisses 
zwischen der Absorption bei 260 nm und 280 nm ermittelt mit der Formel:  
 
Absorption 260 nm/Absorption 280 nm.  
 
Für einen guten Reinheitsgrad sollten die dabei errechneten Werte zwischen 
1,6 und 2,0 liegen. Alle verwendeten RNAs hatten diesen Reinheitsgrad. 
3.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR) 
3.3.1 cDNA-Synthese 
Da bei der Polymerase-Ketten-Reaktion für die Taq-Polymerase eine 
doppelsträngige Matrize benötigt wird, musste mit der gewonnenen RNA eine 
reverse Transkription durchgeführt werden.  
Für die Synthese wurde das „1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR 
(AMV)“ (Roche) verwendet. Die im Kit enthaltene AMV Reverse Transkriptase 
wird aus Avian-Myeloblastosis-Viren isoliert. Sie ist eine RNA-abhängige DNA-
Polymerase, die zu einer RNA einen komplementären DNA-Strang 
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(complementary-DNA = cDNA) erzeugt, und somit aus der einsträngigen RNA 
eine doppelsträngige cDNA macht. 
Für die Reaktion wurden 2 µl 10x Puffer (100 mmol Tris, 500 mmol KCl, pH 
8,3), 4 µl 25 mmol MgCl2, 2 µl dNTP’s (je 10 mmol dATP, dCTP, dTTP, dGTP), 
2 µl random primer aus dem Kit oder 1 µl oligo dT Primer (1,6 µg/µl, sigma-
ARK, Steinheim/D), 1 µl RNAse Inhibitor (50 units/µl), 0,8 µl AMV Reverse 
Transkriptase und die RNA (maximal 1 µg) vermischt und mit DEPC-Wasser 
auf 20 µl gebracht. Die Lösung wurde für 10 Minuten bei 25 °C und 
anschließend für 60 Minuten bei 42 °C inkubiert, da mit die reverse Transkription 
erfolgen konnte. Dann wurde die Lösung für fünf Minuten auf 99 °C erhitzt, um 
die Reverse Transkriptase zu denaturieren. Zum Schluss wurde auf 5 °C herab 
gekühlt und die gebildete cDNA wurde bei – 40 °C au fbewahrt.  
3.3.2 Primer 
Es wurden zwei Primer-Paare (sigma-ARK) designed. Das erste Paar, Hapto 
1+2 genannt, erkennt alle Haptoglobinphänotypen (siehe Abbildung 3.2). Die 
Sequenz des forward-Primers lautet AAGCAGTATGTGGGAAGCCCAAG, die 
des reverse-Primers AGCCCAATATCTACTTGGGAGTAG, das Produkt hat 
eine Länge von 310 Basenpaaren. Das zweite Paar, Hapto 1for2rev, 
unterscheidet zwischen den Phänotypen Haptoglobin α1 und Haptoglobin α2. 
Bei Haptoglobin α2 sind die Exone zwei und drei verdoppelt, so dass ein 
längeres Produkt entsteht (siehe Abbildung 3.2). Das PCR-Produkt zeigt beim 
Vorhandensein des Allels für Haptoglobin α1 eine Länge von 275 Basenpaaren, 
beim Allel für Haptoglobin α2 eine Länge von 445. Diese lassen sich in der 
Gelelektrophorese auftrennen und als zwei einzelne Banden darstellen. Die 
Sequenz des forward-Primers lautet CTGTCATTGCCCTCCTGCTCTG, die 
Sequenz des reverse-Primers ist  TTCTTGGGCTTCCCACATACTG. 
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Abbildung 3.2 Aufbau des Haptoglobins und Primer Hapto 1+2 und 
Hapto 1for2rev 
Die 1-Kette des Haptoglobins besteht aus vier Exonen, die 2-Kette aus sechs, wobei 
Exon 2 und Exon 3 verdoppelt wurden. Direkt an das letzte Exon der -Kette schließt 
sich die -Kette an. Der forward-Primer des Primer-Paares Hapto 1+2 (rote Pfeile) liegt 
genau über der Grenze von Exon 3 und Exon 6 bzw. dem zu 3 identischen Exon 5 und 
Exon 6, der reverse-Primer liegt im Bereich der -Kette. Das entstehende Produkt ist 
somit für beide Haptoglobinphänotypen gleich. Beim Primer-Paar Hapto 1for 2rev 
(blaue Pfeile) liegt der forward Primer im Exon 1 und der reverse-Primer im Übergang 
von Exon 3 zu Exon 6 bzw. Exon 5 zu Exon 6. Hier wird für die beiden Phänotypen von 
Haptoglobin jeweils ein Produkt mit unterschiedlicher Länge gebildet, da bei der 2-
Kette die verdoppelten Exone zu dem replizierten Bereich gehören. 
Um eine hohe Effizienz bei der PCR zu erreichen, wurde bei der 
Primerentwicklung die Länge der zu bildenden Produkte auf eine gut 
amplifizierbare Anzahl von Basenpaaren begrenzt. Die Güte der entwickelten 
Primer wurde zuerst an Leber-cDNA getestet, die das gesuchte Produkt 
kontinuierlich exprimiert. 
3.3.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR) 
Die Polymerase-Ketten-Reaktion ist eine molekularbiologische Methode zur 
Vervielfältigung spezifischer DNA-Sequenzen. Diese Spezifität wird durch die 
verwendeten Primer erzielt. Das Reaktionsprinzip entspricht dabei der 
 
Exon 1 Exon 6 Exon 4=2 beta-Kette Exon 5=3 Exon 2 Exon 3 
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 6 beta-Kette 
Haptoglobin alpha 1 
Haptoglobin alpha 2 
 
310 bp 
275 
310 bp 
445 
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Replikation der DNA in der Zelle. Das hierfür notwendige Enzym, die Taq-
Polymerase, stammt aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus und 
ist sehr thermostabil. Durch diese Methode kann die Genexpression eines 
Markers auf mRNA-Ebene untersucht werden.  
Für einen Ansatz wurden je nach Probe 1-4 µl cDNA, 5 µl 10x Reaktionspuffer 
(100 mmol Tris-HCl, 15 mmol MgCl2, 500 mmol KCl, pH 8,3, Roche), 1 µl 
Desoxynucleotid-Mix (je 10 mM; MBI Fermentas, St. Leon-Rot/D), je 1 µl 
forward und reverse Primer (10 mmol/µl) und 0,5 µl Taq-Polymerase (5 units/ 
µl; Roche) vermischt und mit sterilem Wasser auf 50 µl aufgefüllt. Im ersten 
Schritt wurde der Ansatz auf 94 °C erhitzt, um die DNA-Doppelstränge zu DNA-
Einzelsträngen zu entwinden. Nach primerspezifischer Temperatursenkung 
konnten sich die Primer an die komplementären Bereiche der cDNA anlagern. 
Diesen Vorgang bezeichnet man auch als Annealing. Anschließend wurde die 
Temperatur wieder auf 72 °C erhöht, da dies die opt imale Temperatur für die 
Taq-Polymerase ist, die nun die Elongation durchführte. Es wurde für die 
Versuche der TGradient (Biometra, Goettingen/D) verwendet. Die Anzahl der 
Zyklen wurden entsprechend den Angaben in der Tabelle 3.1 für die 
verschieden Primer gefahren, wodurch die Zielsequenz exponentiell vermehrt 
wurde, und so anschließend im Agarosegel nachweisbar war. 
Tabelle 3.1 Verwendete Primer-Paare 
Primer Sequenz 5’3’ forward + reverse Annealing-temperatur 
Zeiten für die  
drei Phasen 
Zyklen-
zahl 
Hapto 
1+2 
AAGCAGTATGTGGGAAGCCCAAG 
AGCCCAATATCTACTTGGGAGTAG 57 °C 
1 
min 
1 
min 
1,5 
min 40 
Hapto 
1for2rev 
CTGTCATTGCCCTCCTGCTCTG 
TTCTTGGGCTTCCCACATACTG 57 °C 
1 
min 
1 
min 
1,5 
min 40 
1A CGTCACAGCCCATGCATTTG GGTTAGGTCTACGGAGGCTC 57 °C 
1 
min 
1 
min 
1,5 
min 20 
S26 AATGGTCGTGCCAAAAAGGG TTACATGGGCTTTGGTGGGG 55 °C 
1 
min 
1 
min 
1 
min 25 
Die verwendete Primer-Paare Hapto 1+2, Hapto 1for2rev, Cytochrom C - Oxidase 1A 
Untereinheit und ribosomales Protein „S26“ mit Angabe der jeweiligen Primersequenz, 
Annaelingtemperatur, Zeiten für Denaturierung, Annealing und Elongation und 
Zyklenzahl 
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3.3.4 Detektion des PCR-Produktes 
Zur Darstellung des PCR-Produktes wurde ein 1,2 % Agarosegel (Sea Kem LE 
Agarose; Cambrex, Rockland/USA) mit Ethidiumbromid (1 µl pro 20 ml) 
gegossen. Ethidiumbromid hat eine große Affinität zu Nukleinsäuren und lagert 
sich entsprechend der DNA-Menge an. So ermöglicht es die Detektion des 
PCR-Produktes bei einer Wellenlänge von 302 nm. 
Das fertige Gel wurde in eine Elektrophoresekammer gelegt, und diese mit 
TAE-Puffer (40 mmol Tris, 40 mmol Natrium-Acetat, 1 mmol EDTA, pH 7,5) 
aufgefüllt. Je 20 µl des mit DNA-loading (2 ml 0,2 % Bromphenolblaulösung, 3 g 
Ficoll, 2,4 ml 50fach TAE-Puffer, ad 20 ml aqua dest.) vermischten PCR-
Produktes wurden in die dafür vorgesehenen Taschen gefüllt und eine 
Spannung von 100 V angelegt, so dass das negativ geladene PCR-Produkt in 
Richtung der Anode lief und sich dabei entsprechend der Größe auftrennte, da 
kleinere Moleküle schneller vorankommen und weiter wandern als größere 
Moleküle. Zur Größenbestimmung wurde immer ein Molekulargewichtsmarker 
(Gene Ruler, 100 bp ladder, ready to use; Fermentas) mit aufgetragen. Nach 
ca. einer Stunde Laufzeit konnten die Banden im ultravioletten Licht dargestellt 
werden (siehe auch Abbildung 3.3).  
3.3.5 Durchgeführte Versuche zu Optimierung der Polymerase-Ketten-
Reaktion 
Um optimale Versuchsbedingungen in Hinsicht auf Annealing-Zeit, Elongations-
Zeit, Annealing-Temperatur und Zykluszahl zu finden, wurden verschiedene 
Vorversuche durchgeführt. 
Zuerst wurden beide Primer an Leber-cDNA getestet. Die Leber als 
Hauptbildungsorgan für Haptoglobin diente dabei als Positivkontrolle, um die 
Funktion der Primer zu überprüfen. Für beide Primer ergaben sich deutliche 
Banden in der erwarteten Höhe (siehe Abbildung 3.3). 
Zur Ermittlung der richtigen Annealing-Temperatur wurden an der Leber-cDNA 
im TGradient für beide Primer verschieden Temperaturen getestet. Zuerst 
wurde ein Versuch bei 57 °C, 63 °C und 69 °C durchg eführt. Die deutlichste 
Bande ergab sich bei der niedrigsten Temperatur. Um das Ergebnis noch zu 
verfeinern, wurden in einer zweiten Runde kleinere Temperaturschritte gewählt. 
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    — 
Es wurden Annealing-Temperaturen von 57 °C, 59 °C u nd 63 °C genommen. 
Auch hier erwies sich 57 °C als die günstigste Temp eratur. Bei allen 
Polymerase-Ketten-Reaktionen mit den Haptoglobin-Primern wurde daraufhin 
diese Annealing-Temperatur angewendet. 
Außerdem wurde ein Cycle-Test gemacht, um die richtige Zykluszahl zu finden. 
Dabei werden die Polymerase-Ketten-Reaktionen nach verschiedenen 
Zykluszahlen abgebrochen. Hier wurden Zykluszahlen von 30, 33, 36 und 39 
gewählt. Dieser Versuch wurde sowohl mit Leber-cDNA als auch cDNA von 
Deziduaproben durchgeführt. Bei der Leber zeigten sich bei allen Zykluszahlen 
deutliche Banden, bei den Deziduaproben wurden die Banden erst bei der 
höchsten Zykluszahl deutlicher sichtbar. Deshalb wurden alle weiteren PCR-
Versuche mit 40 Zyklen durchgeführt. 
Es wurden ebenfalls verschiedene Zeiten für das Annealing und die Elongation 
getestet. Das Standardprotokoll erwies sich hier als optimal geeignet. 
 
 
Abbildung 3.3 PCR zur Testung der Primerfunktion 
Der Primer Hapto 1+2 wurde an einem Dezidua Pool aus verschiedenen 
Deziduaproben (Spalte 1) und Leber (Spalte 3) getestet. Es ist jeweils eine deutliche 
Bande bei 310 bp zu erkennen. Ebenso wurde der Primer 1for2rev am Dezidua Pool 
(Spalte 2) und Leber (Spalte 4) getestet. Hier sieht man die dem Phänotyp 
entsprechende Aufteilung in eine 1-Kette bei 275 bp und in eine 2-Kette bei 445 bp. 
Beim Dezidua Pool lässt sich eine Verteilung auf beide Ketten sehen, wie das bei 
einem Pool aus mehreren Individuen zu erwarten ist. Bei der Leber ist überwiegend die 
Bande der 2-Kette zu sehen, die Bande der 1-Kette stellt sich nur schwach dar. In 
Spalte 5 ist eine Reaktion an der Brustkrebszelllinie T47D mit 1A Primern zu sehen, die 
der Qualitätskontrolle der PCR diente. 
— 300bp
— 500bp
— 100bp
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3.3.6 Auswertung der Polymerase-Ketten-Reaktion 
Um die Banden der PCR-Produkte auswerten zu können, wurde jeweils die 
Signalstärke des Ethidiumbromids verwendet. Dazu wurden die Gele mit der 
Image Station 440 CF (Kodak, Stuttgart/D) digital eingescannt, und mit Hilfe des 
Programms Kodak Digital Science 1D 3.0.2 die Signalstärke bestimmt. 
Zur semiquantitativen Anpassung wurde ein 1A-Angleich durchgeführt. Mit je 
2 µl der neu synthetisierten cDNA wurde eine PCR mit einem Primer für das 
Housekeeping-Gen Cytochrom C - Oxidase 1A Untereinheit durchgeführt. Das 
Agarosegel (siehe 3.3.4) mit den PCR-Produkten wurde eingescannt, und die 
Stärke der einzelnen Banden densitometrisch bestimmt. Der 1A-Bandenstärke 
entsprechend wurde in einer zweiten 1A-PCR mehr oder weniger cDNA pro 
Probe eingesetzt, und die Bandenstärke so aneinander angepasst. Durch 
diesen 1A-Angleich wird sichergestellt, dass ähnliche cDNA-Mengen in der 
PCR eingesetzt wurden, um die Effizienz der PCR-Ansätze in einem ähnlichen 
Bereich zu halten. 
Um eventuell zwischen den einzelnen Proben trotz 1A-Angleich vorhandene 
Unterschiede bei der eingesetzten cDNA-Menge auszugleichen, wurde bei 
jeder Probe je eine PCR mit den Housekeeping-Genen Cytochrom C - Oxidase 
1A Untereinheit und ribosomales Protein „S26“ durchgeführt. Diese PCR-
Produkte wurden ebenfalls durch Elektrophorese aufgetrennt, mit der Image 
Station 440 CF eingescannt und anschließend ausgewertet. Eine Normierung 
der Haptoglobinwerte erfolgte nach der Formel: 
 
normierter Haptoglobinwert = (gemessener Haptoglobinwert / S26-Wert + 
gemessener Haptoglobinwert / 1A-Wert) / 2 
 
Alle in dieser Arbeit dargestellten Daten zur Haptoglobinexpression aus PCR-
Produkten sind auf diese Weise normiert worden. 
Zur Qualitätskontrolle der PCR wurde bei jeder PCR immer auch eine Reaktion 
an der Brustkrebszelllinie T47D mit 1A Primern mitgeführt, die eine erfolgreiche 
Durchführung der Reaktion bestätigte. 
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3.4 Western Blot und Immunologische Detektion 
3.4.1 Aufarbeitung der Proben 
Die Proben wurden in je 400 µl (NH4)HCO3, in denen eine halbe Complete mini 
Tablette (Protease Inhibitor Cocktail Tablets; Roche) aufgelöst war, mit einem 
Elvehjem-Potter homogenisiert und anschließend mit 10300 g und 4 °C für 10 
Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde bei – 40 °C aufbewahrt.  
3.4.2 Proteinbestimmung 
Damit später in den Versuchen für die quantitative Proteinbestimmung immer 
eine identische Menge Protein eingesetzt werden konnte, musste vorher bei 
jeder Probe eine Proteinbestimmung durchgeführt werden. Die modifizierte 
Methode nach Lowry et al. (1951) beruht auf einer Kupferkomplexbildung an 
den Peptidbindungen der Proteine, die durch ein Phenolreagenz reduziert wird 
und sich dadurch blau färbt.  
Zur Konzentrationsbestimmung wurden zu 25 µl jeder Probe 125 µl Reagenz 
mit Kupferionen (Lösung A, Bio Rad Dc Protein Assay; Bio Rad, München/D) 
und dann 1000 µl reduzierendes Folinreagenz (Lösung B) hinzugegeben. Nach 
15 Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur konnte die photometrische 
Messung bei 750 nm erfolgen. Als Eichkurve diente dabei eine gleichzeitig 
erstellte Verdünnungsreihe mit Rinder-Serum-Albumin (BSA). Die Messung 
erfolgte mit dem Platten Reader SLT Rainbow und dem Programm SLT 
Rainbow (beides Tecan, Crailsheim/D). 
3.4.3 SDS-Gelelektrophorese nach Lämmli 
Das Prinzip der SDS-Gelelektrophorese nach Lämmli beruht darauf, dass die in 
den Proben vorhandenen Proteine durch das anionische Natriumdodecylsulfat 
(SDS) denaturiert und proportional zu ihrer Größe mit negativer Ladung 
beladen werden. Gleichzeitig wird die Eigenladung der Proteine überdeckt, so 
dass die Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld allein vom 
Molekulargewicht abhängig ist. Durch Zugabe von 5 %igem Mercaptoethanol 
wird ein reduzierendes Milieu erzeugt, das die Auftrennung eventueller 
Untereinheiten der Proteine ermöglicht. 
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Es wurde ein 8,3 - 16,6 %iges, kontinuierliches Gradienten-Gel (3730 µl 
40 %iges Acrylamid [Acryl BIS 37.5:1 Solution, Ambresco, Solon/USA], 3230 µl 
Wasser, 2000 µl 97%iges Glycerin, 2900 µl Trenngelpuffer [20 g Tris ad 100 ml 
H2O mit 6 N HCl, pH 8,8], 120 µl 10 %iges SDS, 10 µl Tetramethyl-ethylene-
diamine [Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg/D], 20 µl 10%iges 
Ammonium-Peroxodisulfat) gegossen, das über Nacht bei Raumtemperatur 
polymerisierte. Darüber wurde ein 4,5 %iges Sammelgel gegossen. Die Proben 
wurden mit Probenpuffer (0,0625 mol Tris, 10 % Glycerin, 5 % 
Mercaptoethanol, 3 % SDS, Bromphenolblau) vermischt, bei 100 °C für 3 
Minuten gekocht und in einer durch Vorversuche bestimmten Konzentration 
(siehe 3.4.7) in die Taschen des Sammelgels gefüllt. Zur Bestimmung der 
Proteingröße wurde zusätzlich ein Molekulargewichtsmarker (Rainbow; 
Amersham Biosciences, Buckinghamshire/GB) aufgetragen. Das Gel wurde in 
die mit Laufpuffer (0,025 mol Tris, 0,192 mol Glycerin, 0,1 % SDS, pH 8,3) 
gefüllte Elektrophoresekammer gesetzt. Die Trennung erfolgte über etwa zwei 
Stunden bei 600 V und maximal 50 mA. 
3.4.4 Western Blot 
Beim Western Blot werden die getrennten Proteine nach dem semi-dry-Blot-
Verfahren senkrecht zur Trenngelebene auf eine Blotmembran aus PVDF 
(Polyvinylidenfluorid) übertragen. Dies geschieht erneut durch Elektrophorese. 
Dieses Verfahren eignet sich besonders für eine spätere immunologische 
Detektion von Proteinen, da diese konzentriert und immobilisiert werden. Durch 
Verwendung von SDS-freiem Transferpuffer werden die Proteine teilweise 
renaturiert, was eine spätere Detektion durch den Antikörper erleichtert. 
Beim Blotaufbau wurde ein diskontinuierliches Puffersystem verwendet. Auf die 
Anode wurden zwei mit Transferpuffer 3 (300 mmol Tris, 20 % MeOH) 
durchtränkte Filterpapiere (VWR, Langenfeld/D) gelegt. Darüber folgte ein in 
Transferpuffer 2 (25 mmol Tris, 20 % MeOH) eingelegtes Filterpapier, auf das 
luftblasenfrei die mit Methanol befeuchtete Blotmembran (Immobilon-P Transfer 
Membran, Porengröße 0,45 µm; Milipore Corporation, Bedford/USA) und dann 
das Gel gelegt wurden, die beide ebenfalls zuvor in Transferpuffer 2 getränkt 
wurden. Den Abschluss bildeten drei Filterpapiere, die von Transferpuffer 1 (25 
mmol Tris, 40 mmol Capronsäure, 20 % MeOH) durchtränkt waren. Die 
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Kathode wurde aufgesetzt, und der Blot erfolgte bei 40 V (entspricht ca. 2 
mA/cm²) und 15 °C für 40 Minuten. Danach wurde die Blotmembran über Nacht 
bei 4 °C in TBS (5 mmol Tris, 130 mmol NaCl, pH 7,6 )/ 0,1% Tween/ 5 % 
Milcheiweiß inkubiert, um unbesetzte Bindungsstellen der Membran zu 
blockieren. 
3.4.5 Immunologische Detektion des Haptoglobins 
Nach der Blockierung der unbesetzten Bindungsstellen wurde die Blotmembran 
für eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem in TBS/ 0,1 % Tween/ 5 % 
Milcheiweiß auf 1:2500 verdünnten ersten Antikörper inkubiert (α-Haptoglobin, 
12 µg/µl; Biermann, Bad Nauheim/D). Anschließend wurde sie dreimal je 10 
Minuten mit TBS/ 0,1 % Tween gewaschen. Dann folgte die Inkubation mit dem 
zweiten Antikörper (donkey-anti-goat IgG HRP, 200 µg/0,5 ml; Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz/USA), der ebenfalls in TBS/ 0,1 % Tween/ 5 % 
Milcheiweiß auf 1:5000 verdünnt wurde, unter den gleichen Bedingungen wie 
zuvor. Danach wurde wie zuvor eine dreimalige Waschung mit TBS/ 0,1 % 
Tween durchgeführt. 
Anschließend folgte eine Inkubation mit je 3 ml des ECL (Enhanced 
Chemiluminescence) Reagenz Lösung A und Lösung B (ECL Western Blotting 
Analysis; Amersham) für eine Minute. Die überschüssige Flüssigkeit wurde 
entfernt, und die Blotmembran in Saranfolie eingewickelt. Für die Detektion 
wurde die eingewickelte Blotmembran in einen lichtdichten Fotokasten gelegt. 
Nun konnten Filme (Kodak X-OMAT UV Film, 100 NIF, 18 x 24 cm) mit 
verschiedenen Belichtungszeiten exponiert und anschließend entwickelt 
werden. Dazu wurden sie erst bei Raumtemperatur für 1 Minute in Entwickler 
(Kodak LX 24) getaucht, danach kurz in fließendem Wasser gespült, und dann 
für eine Minute in Fixierer (Kodak AL 4) gelegt (siehe Abbildung 3.4). 
3.4.6 Immunologische Detektion des -Actins 
Um eine relative Quantifizierung zu ermöglichen, wurde an den gleichen 
Blotmembranen, die zuvor für die Detektion des Haptoglobins genutzt worden 
waren, eine immunologische Detektion von -Actin durchgeführt. Dazu wurden 
die Membranen dreimal für je 10 Minuten in TBS/ 0,1 % Tween gewaschen, 
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und anschließend 45 Minuten bei Raumtemperatur mit dem in TBS/ 0,1 % 
Tween 1:50000 verdünnten -Actin-Antikörper (Klon AC-15; Abcam, 
Cambridge/UK) inkubiert. Danach folgte eine erneute dreimalige Waschung mit 
TBS/ 0,1 % Tween, und der zweite, HRP-konjugierte Antikörper (goat-anti-
mouse IgG, 1,1 g/l; Santa Cruz Biotechnology) wurde in einer Verdünnung von 
1:5000 in TBS/ 0,1 % Tween für 25 Minuten bei Raumtemperatur auf die 
Blotmembranen gegeben. Die Detektion erfolgte wie bereits oben beschrieben  
mit dem ECL-Kit (Amersham). 
Nach der Filmexposition wurde die Blotmembran mit Coomassie (2,5 g 
Coomassie G, 545 ml Ethanol, 454 ml H2O, 92 ml Eisessig) gefärbt und dann 
mit einem Entfärber (490 ml H2O, 490 ml Methanol, 220 ml Eisessig) 
gewaschen. Durch diese Prozedur bleiben nur die Anfärbungen der 
Proteinbanden übrig, die in Abbildung 3.4 zu sehen sind. 
 
Abbildung 3.4 Filme mit immunologischer Detektion von Haptoglobin (a) und 
-Actin (b) und die dazugehörige mit Coomassie gefärbte 
Blotmembran.  
In den ersten sechs Spalten sind jeweils verschiedene Deziduaproben von der 12. bis 
16. SSW aufgetragen, die siebte Reihe enthält eine Serumprobe und am Ende ist der 
Molekulargewichtsmarker zu sehen. Man erkennt deutlich in (a) die Doppelbande der  -
Kette des Haptoglobins bei 40 kDa, die Bande der 2-Kette bei 16 kDa und die der 1-
Kette bei 8,9 kDa. In (b) sind die sechs  -Actin-Banden der Deziduaproben zu sehen. 
Da  -Actin ein Teil des Zytoskeletts ist, ist er im Serum nicht zu finden. (c) zeigt die 
Laufspuren der Deziduaproben mit der Auftrennung der Proteine und am rechten Rand 
den Molekulargewichtsmarker. 
kDa
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66
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220
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3.4.7 Durchgeführte Versuche zur Optimierung der Western Blots mit 
Haptoglobin 
Der Antikörper wurde zuerst an Serumproben getestet, die klassischerweise 
Haptoglobin enthalten. Da sich bei diesen die zu erwartenden Banden zeigten, 
konnte von der spezifischen Reaktion des Antikörpers ausgegangen werden. 
Um die Spezifität der Banden festzustellen, wurde der Antikörper ebenfalls an 
aus humanem Serum aufgereinigtem Haptoglobin  1-1 und  2-2 (sigma) 
angewendet. Dabei zeigten sich die spezifischen Banden bei 40 kDa für die -
Kette und bei 8,9 bzw. 16 kDa für die 1- bzw. 2-Ketten (siehe Abbildung 3.5). 
Bei jeder der einzelnen Ketten waren bei mehreren Proben jeweils 
Doppelbanden zu erkennen. Dies stimmt mit früheren Publikationen überein, 
bei denen sich diese Doppelbanden ebenfalls fanden (Bottini et al. 1999, Porta 
et al. 1999, Piva et al. 2001).  
 
Abbildung 3.5 Western Blot mit immunologischer Detektion von Haptoglobin 
zur Feststellung der Bandenspezifität 
In Spalte 1 wurde aufgereinigtes Haptoglobin   1-1 aufgetragen. Man erkennt die 
Banden der -Kette und eine Doppelbande der  1-Kette. Spalte 2 enthält aufgereinigtes 
Haptoglobin   2-2, hier ist je eine Doppelbande der -Kette und der  2-Kette zu sehen. 
In der 3. Spalte sieht man eine Deziduaprobe  aus der 9. SSW mit allen vorkommenden 
Banden des Haptoglobins und Spalte 4 enthält eine Serumprobe vom Typ Haptoglobin 
  1-1. 


 1        2       3      4  
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Um die optimale einzusetzende Proteinmenge für die Western Blots zu finden, 
die deutliche Banden ohne Hintergrund ergibt, wurden zuvor verschiedene 
Konzentrationen getestet. Bei den Deziduaproben wurden die Konzentrationen 
5g, 12 g, 25 g und 50 g gewählt. Die sauberste Bande zeigte sich bei 25 
g. Bei allen weiteren Western Blots wurde deshalb bei den Deziduaproben 
diese Proteinmenge eingesetzt. Die Uterussekretproben wurden mit 5 g, 
10 g, 20 g und 50 g getestet. Hier ergab der Vorversuch, dass 10 g die 
optimale Proteinmenge darstellte, die daraufhin bei allen Versuchen verwendet 
wurde. Bei den Endometriumproben wurden jeweils 15 g eingesetzt. Dies 
entsprach einem schon vorher entwickelten Protokoll. 
3.4.8 Auswertung der Western Blots 
Alle Filme der Western Blots wurden mit dem Image Scanner eingescannt, und 
die Bandenstärke mit dem Programm „Image Master Labscan 1D ELITE“ 
(Scanner und Programm: Amersham) gemessen. Hierbei wurden nur Filme mit 
derselben Belichtungszeit von einer Minute ausgewertet. 
Sowohl für die -Kette als auch für die beiden -Ketten des Haptoglobins 
wurden überwiegend Doppelbanden detektiert. Diese Doppelbanden wurden für 
jede Kette addiert, um einen Gesamtwert zu erhalten.  
Zur relativen Quantifizierung wurden die gemessenen Werte nach der 
folgenden Formel verrechnet: 
 
Normierter Wert = Haptoglobin-Wert/ -Actin-Wert. 
 
Alle in dieser Arbeit gezeigten Haptoglobindaten aus Western Blots wurden auf 
diese Weise normiert. 
Um eine möglichst große Probenzahl zu bekommen, wurden für die 
Endometrium- und die Deziduaproben jeweils vier Western Blots angefertigt, 
die anschließend miteinander verglichen werden mussten. Unterschiede 
innerhalb der Western Blots wurden durch die relative Quantifizierung 
weitgehend ausgeglichen. Unterschiede zwischen den verschiedenen Western 
Blots wurden durch die gleichbleibende Belichtungszeit minimiert.  
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Um die Ergebnisse weiter zu optimieren, wurde auf jedem Western Blot ein 
vergleichbarer Bezugspunkt gesucht, an den die anderen Werte angepasst 
wurden. 
Bei den Deziduaproben wurden dafür Proben aus der 13. 
Schwangerschaftswoche ausgewählt. Diese waren auf allen vier Western Blots 
vorhanden und zeigten keine großen interindividuellen Schwankungen. Die 
normierten Werte dieser Proben wurden für jeden Blot gleich 100 % gesetzt, 
und alle anderen Proben des Blots daran in Prozentwerten ausgerichtet. 
Anschließend wurden alle Deziduaproben zu Gruppen von je drei Wochen 
zusammengefasst. 
Bei den Endometriumproben konnte aufgrund der geringen Probenzahl kein 
Zyklustag gefunden werden, der auf allen vier Western Blots vorhanden war. 
Deshalb wurden die normierten Werte erst in kleinere Gruppen 
zusammengefasst, und für jede Gruppe der Durchschnittswert ermittelt. Dazu 
wurde die Proliferationsphase in vier Abschnitte vom 2.-5., 6.-8., 9.-11. und 12.-
14. Zyklustag unterteilt. Die Einteilung der Sekretionsphase blieb bestehen. Die 
Gruppe 6. bis 8. Zyklustag war auf jedem Western Blot vorhanden und ihr 
Durchschnittswert wurde gleich 100 % gesetzt. Die Werte der anderen Gruppen 
wurden auf diesen Wert bezogen. Zur endgültigen Auswertung wurden die 
Werte der Proliferationsphase wieder zu einer Gruppe zusammengefasst, da 
die Anzahl der Werte pro Gruppe sonst für eine statistische Analyse zu gering 
gewesen wäre. 
3.5 Immunhistochemie 
3.5.1 Prinzip 
Zur Detektion der Immunhistochemie wurde die Streptavidin-Biotin-Methode 
verwendet. Zuerst bindet ein Primärantikörper an die für ihn spezifischen 
Antigenstrukturen. An diesen Primärantikörper lagert sich ein 
Sekundärantikörper an, der den Fc-Teil des spezifischen Antikörpers erkennt 
und selber mit dem Vitamin Biotin konjugiert ist. Dann wird ein 
peroxidasekonjugierter Streptavidin-Komplex beigefügt, der an das Biotin 
bindet. Das Enzym Peroxidase katalysiert die Reaktion einer chromogenen 
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Substanz zu einem unlöslichen Farbniederschlag, der den ganzen Komplex und 
somit auch die markierte Struktur sichtbar macht. 
3.5.2 Vorbehandlung der Schnitte 
Als Versuchsmaterial wurden mit Formalin fixierte und in Paraffin eingebettete 
Dezidua- und Endometriumgewebeproben verwendet. Es wurden ca. 4 µm 
dicke Schnitte auf mit Aminopropyltriethoxysilane (APES) beschichtete 
Objektträger aufgezogen. Zur Entparaffinierung wurden die Schnitte für 
mindestens zwei Stunden in einem 60 °C warmen Bruts chrank inkubiert und 
anschließend für zweimal 10 Minuten in Xylol überführt. Durch eine absteigende 
Alkoholreihe wurden sie rehydratisiert und zuletzt mit PBS (phosphatgepufferte 
Kochsalzlösung, 9,55 g/1 l aqua bidest., ph 7,5, Dulbecco) gespült. Um eine 
endogene Peroxidaseaktivität, die zu unspezifischen Farbreaktionen führen 
würde, auszuschalten, wurden die Schnitte für 30 Minuten mit 0,3 % 
Wasserstoffperoxid in Methanol bei Raumtemperatur im Dunkeln behandelt. 
Danach wurde zweimal für 5 Minuten mit PBS gespült. 
3.5.3 Immunhistochemische Darstellung von Haptoglobin 
Zu Beginn erfolgte eine Blockierung von möglichen Bindungsstellen des 
Zweitantikörpers, welche ebenfalls zu unspezifischen Reaktionen führen 
würden. Dies erfolgte durch Inkubation mit fünffach verdünntem 
Schweineserum (DAKO, Glostrup/DK) in einer feuchten Kammer für 30 
Minuten. Dann wurde das Schweineserum entfernt, und durch den 1:250 in 
PBS/ 1,5 % BSA verdünnten polyklonalen ersten Antikörper Haptoglobin aus 
Schaf (12 µg/µl; Biermann) ersetzt, der bei 4°C über Nacht auf de n Schnitten 
verblieb. Als Negativkontrolle diente je ein Schnitt pro Objektträger, auf den 
statt des ersten Antikörpers entsprechend verdünntes goat IgG (27,7 mg/ml; 
dianova, Hamburg/D) gegeben wurde. Nach der Inkubation wurde mit PBS/ 
0,1 % BSA gespült und der zweite aus Schwein gewonnene und gegen Ziege, 
Maus und Kaninchen gerichteten Antikörper multi-link (1,3 g/l, Verdünnung 
1:500; DAKO) aufgetropft. Er wurde für 45 Minuten auf den Schnitten belassen. 
Es wurde wieder mit PBS/ 0,1 % BSA gespült und nun für 20 Minuten das 
Streptavidin-Peroxidase Konjugat (0,75 g/l, 1:333 verdünnt in PBS/1,5 % BSA; 
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DAKO) aufgetragen. Anschließend erfolgte eine Waschung mit PBS und Aqua 
dest. Die Farbreaktion wurde unter mikroskopischer Kontrolle mit dem AEC (3-
Amino-9-Ethyl-Carbazol) Substrate Kit (Zymed Labotatories Inc., San 
Francisco/USA) durchgeführt, wobei sich durch die Peroxidaseaktivität ein roter 
Farbstoff bildete. Durch Spülen der Schnitte in deionisiertem Wasser wurde die 
Reaktion gestoppt. Es erfolgte keine Gegenfärbung. Zum Schluss wurden die 
Schnitte mit KAISER´s Glycerolgelatine eingedeckelt. 
 
Abbildung 3.6 Immunhistochemische Darstellung von Haptoglobin und 
Kontrolle 
In (a) ist die Anfärbung von Haptoglobin (rot) einer Deziduaprobe aus der 5. SSW zu 
sehen, (b) ist die dazugehörige Negativkontrolle, in der jegliche Anfärbung fehlt (beide 
1:280). 
3.5.4 Immunhistochemische Darstellung des Endothels 
Nach der Vorbehandlung folgte die Blockierung mit Blocking Serum (Vectastain 
ABC Kit; Vector Laboratories, Burlingame/USA) für 20 Minuten. Die 
überschüssige Flüssigkeit wurde entfernt, und der erste monoklonale, aus der 
Maus gewonnene Antikörper CD34 Klon Qbend (0,05 µg/µl; DAKO) in einer 
Verdünnung von 1:25 aufgetragen und für 90 Minuten auf den Schnitten 
belassen. Als Negativkontrolle diente mouse IgG1 (100 mg/l; DAKO). Dann 
wurde in PBS/ 0,1 % BSA gespült und für 30 Minuten Blocking 
Serum/Biotinylierter Zweit-Antikörper (Vectastain ABC Kit) in PBS aufgetropft. 
Anschließend erfolgte eine erneute Spülung und Inkubation mit Reagenz A 
(Avidin DH)/biotiniliertem Enzym in Reagenz B (Vectastain ABC Kit) in PBS für 
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30 Minuten. Nach Waschen in PBS und aqua dest. wurde die Farbreaktion mit 
dem Vektor SG Detektion Kit (Vector Laboratories) unter mikroskopischer 
Kontrolle durchgeführt. Dabei entstand ein blauer Farbstoff. Die Reaktion wurde 
in deionisiertem Wasser abgebrochen.  
 
Abbildung 3.7 Immunhistochemische Darstellung des Endothels und 
Kontrolle 
(a) zeigt die immunhistochemische Darstellung des Endothels (blau) an einer 
Deziduaprobe der 12. SSW und (b) die entsprechende Negativkontrolle (beide 1:280). 
3.5.5 Immunhistochemische Darstellung von Zytokeratin 
Zur Antigendemaskierung wurden die Schnitte anstelle der üblichen 
Vorbehandlung für 2 Minuten mit 50 µl Trypsin + 950 µl CaCl behandelt. Dann 
folgte die Peroxidaseblockierung für 15 Minuten und anschließende Spülung mit 
PBS. Nach der Blockierung mit Histostain Kit SP 1A (Zymed) für 20 Minuten 
wurde der erste Antikörper anti-Zytokeratin Clone MNF 116 (190 mg/l, DAKO) 
1:40 verdünnt aufgetragen. Er verblieb für 60 Minuten auf den Schnitten. Es 
wurde nun mit PBS/ 0,1 % BSA gespült, für 45 Minuten der Zweit-Antikörper 
(Histostain Kit SP 1B) auf die Objektträger gegeben und danach wieder gespült. 
Anschließend folgte die Streptavidin-Peroxidase Histostain Kit SP 2. Nach 30 
Minuten wurde mit PBS und Aqua dest. gespült und mit dem AEC (RED) 
Substrate Kit (Zymed) detektiert. Die Reaktion wurde mit deionisiertem Wasser 
abgebrochen. 
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Abbildung 3.8 Immunhistochemische Darstellung von Zytokeratin an Decidua 
basalis und Decidua parietalis 
Es sind Decidua basalis (a) und Decidua parietalis (b) jeweils mit einer 
Zytokeratinanfärbung (rot) zu sehen. Beide Bereiche stammen von einer Deziduaprobe 
aus der 8. SSW (beide 1:280). 
3.5.6 Doppelmarkierung (Endothel/Haptoglobin) 
Nach der Vorbehandlung wurde mit den Schnitten zunächst eine 
Immunhistochemie entsprechend dem Protokoll für Endothel durchgeführt. 
Nach der Detektion wurde ausgiebig mit PBS gespült. Dann folgte eine 
Reaktion nach dem Protokoll für Haptoglobin. 
 
Abbildung 3.9 Doppelmarkierung des Endothels und Haptoglobins und 
Kontrolle 
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Text zu Abbildung 3.9 
An einer Deziduaprobe aus der 15. SSW wurde eine Doppelmarkierung (a) des 
Endothels (blau) und des Haptoglobins (rot) durchgeführt, (b) zeigt die dazugehörige 
Negativkontrolle (beide 1:280). 
3.5.7 Fotografieren der immunhistochemischen Präparate 
Alle gezeigten Fotos von immunhistochemisch gefärbten Präparaten wurden 
mit der Digitalkamera DXM1200F und dem dazugehörigen Programm LUCIA G 
4.80 (beides Nikon GmbH, Düsseldorf/D) auf einem Axiophot (Zeiss, Köln/D) 
gefertigt.  
3.5.8 Durchgeführte Versuche zu Optimierung der Immunhistochemie 
Für die Ermittlung der besten Vorbehandlung bei der immunhistochemischen 
Darstellung von Haptoglobin wurden verschiedene Methoden getestet. Es 
wurden neben Kochen der Präparate für vier mal fünf Minuten in Citratpuffer 
(10 mmol, pH 6) bei 600 W in der Mikrowelle, Inkubation in Aceton bei 4 °C für 
zehn Minuten, Behandlung mit Trypsin und CaCl (50 l Trypsin auf 950 l CaCl) 
bei Raumtemperatur für zwei Minuten auch Präparate ohne Vorbehandlung 
belassen und verglichen. Die Präparate ohne Vorbehandlung zeigten das beste 
Ergebnis in Bezug auf die Spezifität der Färbung und den Strukturerhalt des 
Präparates. 
Um die optimale Konzentration des Haptoglobin-Antikörpers zu finden, wurden 
die Verdünnungen 1:500, 1:250 und1:100 getestet. Hier erwies sich die mittlere 
Verdünnung als beste Möglichkeit zur Darstellung. 
Auch die Zeiten, in denen der Antikörper auf dem Präparat belassen wurde, 
wurden variiert von 60 und 120 Minuten bei Raumtemperatur bis über Nacht bei 
4 °C. Als optimal erwies sich die Inkubation über N acht bei 4 °C. Dies war auch 
in Hinsicht auf die Doppelmarkierung das geeignete Protokoll. 
Für die anderen Antikörper bestanden bereits fertige Protokolle, die hier 
verwendet wurden. 
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3.5.9 Auswertungskriterien 
Es wurden mit jeder Probe alle beschriebenen Reaktionen durchgeführt, so 
dass die Haptoglobinanfärbung immer als Einzel- und Doppelmarkierung 
vorlag. Die Färbung der Schnitte zeigte ein breites Variationsmuster. Daher 
wurden konkrete Kriterien entwickelt, nach denen die Präparate systematisch 
vergleichbar ausgewertet werden konnten. 
Proteinexpression von Haptoglobin im Drüsenepithel 
Hier wurde überprüft, ob eine Anfärbung von Haptoglobin in den 
Drüsenepithelien zu finden war. Da dies sehr selten vorkam, wurde nur 
unterschieden zwischen „ist vorhanden“ (=1) und „ist nicht vorhanden“ (=0), wie 
auch in Abbildung 3.10 zu sehen ist. Die Anfärbung musste sowohl in der 
einfachen Haptoglobin-Darstellung als auch in der Doppelmarkierung im 
gleichen Muster und Ausmaß vorhanden sein, um als spezifisch zu gelten und 
gewertet zu werden. 
 
Abbildung 3.10 Haptoglobin im Drüsenepithel 
In (a) erkennt man bei einer Endometriumprobe vom 18.-19. ZT mit Doppelmarkierung 
mittig eine Drüse mit deutlicher Haptoglobinanfärbung im Epithel, in (b) sind Drüsen aus 
dem gleichen Präparat ohne Anfärbung zu sehen (beide 1:280). 
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Proteinexpression von Haptoglobin in einzelnen Zellen und Bereichen 
Es wurde zwischen zwei verschiedenen Formen der spezifischen Anfärbung 
von Haptoglobin in einzelnen Bereichen außerhalb der Drüsen unterschieden, 
die jedoch gleich bewertet wurden. Bei der ersten Form ist die sichtbare 
Anfärbung einer einzelnen Zelle zuzuordnen. In der anderen Variante kann die 
Anfärbung nicht bestimmten Zellen zugeordnet werden, sondern erscheint 
diffus zwischen den Zellen zu liegen (siehe Abbildung 3.11). Beide Formen 
gelten erst als spezifisch, wenn sie in der Haptoglobin-Reaktion und in der 
Doppelmarkierung im selben Muster und Ausmaß vorkommen. 
Die Einteilung erfolgte in vier Stufen. In der Stufe 0 finden sich keine der beiden 
Varianten. Bei Stufe 1 sind bis zu drei Bereiche, die einzeln angefärbte Zellen 
oder eine diffuse Anfärbung enthalten, zu entdecken. Bei der Stufe 2 sind es 
über drei Bereiche und bei Stufe 3 sind im ganzen Präparat verteilt die 
entsprechenden Bereiche zu finden. 
 
Abbildung 3.11 Haptoglobin in einzelnen Zellen und diffus angefärbte 
Bereiche 
In (a) erkennt man um einzelne Zellen gelegene Haptoglobinanfärbungen bei einer 
Deziduaprobe aus der 7. SSW mit Doppelmarkierung, in (b) sind bei einer 
Endometriumprobe vom 14. ZT ebenfalls mit Doppelmarkierung die Anfärbungen diffus 
und keiner Zelle zuzuordnen, jedoch dennoch spezifisch (beide 1:280). 
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Proteinexpression von Haptoglobin im Stroma 
Hier wurde bewertet, inwieweit Haptoglobin im Stroma auftaucht, ohne 
einzelnen Zellen oder Bereichen zugeteilt werden zu können. Es wurden 
insgesamt vier Stufen unterschieden. Stufe 0 entspricht einem völlig blanken 
Präparat, auf dem keine stromale Anfärbung zu erkennen ist. Stufe 1 liegt bei 
einem immer noch blassen Präparat mit schon leichter Anfärbung vor, das nur 
in bis zu drei Gebieten stärker gefärbt ist. Bei Stufe 2 ist eine mittlere Anfärbung 
zu sehen, wobei aber immer noch unter 50 % des Präparates stärker gefärbt 
sind. In der Stufe 3 sind über 50 % stark angefärbt, was in einer insgesamt 
starken Anfärbung resultiert. Alle Stufen werden in Abbildung 3.12 gezeigt. Die 
stromale Anfärbung wurde als spezifisch bewertet, da in den Negativkontrollen 
keine Anfärbung zu erkennen war. Außerdem zeigte sich bei der Auswertung 
ein Verlaufsmuster, dass weitgehend mit den Ergebnissen aus PCR und 
Western Blot übereinstimmte. 
Bei den immunhistochemischen Präparaten der Dezidua konnten die 
Stromaanfärbungen teilweise zwischen der Decidua basalis und der Decidua 
parietalis schwanken. Da sich hierbei keine tendenziellen Unterschiede 
erkennen ließen, wurden in solchen Fällen aus den beiden Stufen ein Mittelwert 
gebildet. 
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Abbildung 3.12 Haptoglobin im Stroma 
Es werden die verschiedenen Auswertungsstufen an Deziduaproben mit 
Doppelmarkierung gezeigt (1:280). (a) ist ein Präparat aus einer 9. SSW und entspricht 
der Stufe 0, (b) stammt aus der 6. SSW und zeigt die Stufe 1. In (c) ist Stufe 2 und in 
(d) Stufe 3 zu sehen. Letztere sind beide aus der 11. SSW. 
Proteinexpression von Haptoglobin in Gefäßen 
Es wurde in den Präparaten mit Doppelmarkierung gezählt, wie viele der 
vorhandenen Gefäße Haptoglobin enthalten. Die Angabe erfolgt in Prozent. Da 
bei den meisten Präparaten zu viele Gefäße vorhanden waren, um alle in die 
Bewertung mit einzubeziehen, wurden bei diesen nur komplette Bildausschnitte 
aus verschiedenen Bereichen des Präparats beispielhaft ausgewertet. 
Die Auswertung des Vorhandenseins von Haptoglobin in den Gefäßen diente 
als Positivkontrolle. Da Haptoglobin im Blut natürlicherweise immer vorhanden 
ist, zeigt der Nachweis von Haptoglobin in den Gefäßen der Präparate, dass die 
Reaktion und die Anfärbung von Haptoglobin spezifisch war. 
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Abbildung 3.13 Haptoglobin in Gefäßen 
Es sind sowohl Gefäße (blau), die eine Haptoglobinanfärbung (rot) enthalten, als auch 
Gefäße ohne eine solche Anfärbung zu sehen. Das Präparat (1:280) stammt von einer 
Deziduaprobe aus einer 7. SSW. 
Diese Auswertungskriterien gelten für die Auswertung aller 
immunhistologischen Reaktionen an Endometrium- und Deziduaproben. 
3.6 Statistik 
Es werden für alle Daten der Mittelwert und der Standard Error of Mean 
genannt. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm GraphPad 
PRISM Version 3 für Windows (GraphPad Software, San Diego/USA). Mit Hilfe 
dieses Programms wurden alle Gruppen mit One-way ANOVA (bei Gauß-
verteilten Proben) oder Kruskal-Wallis Test (bei nicht Gauß-verteilten Gruppen) 
unter Verwendung der entsprechenden Post-Tests zum Vergleich der 
Gruppenpaare ausgewertet. Als statistisch signifikant wurden P-Werte unter 
0,05 anerkannt. Das verwendete Programm gibt keine genaueren P-Werte 
bezüglich der Post-Tests an, sondern nur, ob das Ergebnis über oder unter der 
Signifikanzgrenze liegt. Genauere Angaben zum verwendeten Test und zur 
Probenzahl finden sich im jeweiligen Abschnitt bei den Ergebnissen. Es handelt 
sich bei der statistischen Auswertung um eine explorative Datenanalyse. 
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4 Ergebnisse 
Haptoglobin als Plasmaprotein wird klassischerweise in den Gefäßen gefunden. 
Neuere Studien zeigen, dass Haptoglobin nicht nur eine Funktion als Akute-
Phase-Reaktant und Hämoglobin-bindendes Protein hat, sondern auch 
antioxidativ und antibakteriell wirkt (Review siehe Sadrzadeh und Bozorgmehr 
2004). Außerdem bindet es an verschiedene immunkompetente Zellen wie 
Monozyten, Granulozyten und NK-Zellen und wird somit bedeutsam im Bereich 
der Immunologie und Abwehr. Diese Zellpopulationen sind auch bei der 
Entwicklung einer Schwangerschaft, vor allem im Bereich der Implantation, von 
Bedeutung. Daher wurden in dieser Arbeit Versuche an Endometrium- und 
Deziduaproben durchgeführt, um eine mögliche Regulation von Haptoglobin im 
Verlauf des Zyklus bzw. der Schwangerschaft zu untersuchen. 
Haptoglobin scheint Phänotypen-spezifische Einflüsse auf diverse Krankheiten 
zu besitzen, da in vielen Studien eine vom Haptoglobin-Phänotyp abhängige 
bessere oder schlechtere Prognose z.B. bei kardiovaskulären und 
hämatologischen Erkrankungen, Infektionen und vielen anderen Krankheiten 
nachgewiesen wurde (siehe Review). Auch bei der Fertilität scheint es einen 
solchen Einfluss des Phänotypen zu geben (Bottini et al. 1999). Deshalb wurde 
hier ebenfalls untersucht, ob sich ein solcher Einfluss bestätigen lässt. 
4.1 Haptoglobin im Endometrium über den weiblichen Zyklus 
Ziel der Versuche war es, festzustellen, ob Haptoglobin im Endometrium selber 
exprimiert wird und im Gewebe nachweisbar ist. Dazu wurde die mRNA- und 
Proteinexpression von Haptoglobin im Endometrium untersucht. Die 
Immunhistochemie erlaubte eine genaue Lokalisierung der Proteinexpression 
des Haptoglobins. Außerdem wurde untersucht, ob sich signifikante 
Unterschiede in den verschiedenen Zyklusphasen zeigen lassen.  
4.1.1 mRNA-Expression im Endometrium 
Durch die Polymerase-Ketten-Reaktion sollte untersucht werden, inwieweit 
Haptoglobin-mRNA im Endometrium vorhanden ist, und ob es über den 
   4 Ergebnisse 
  	
weiblichen Zyklus zu signifikanten Veränderungen der mRNA-Expression 
kommt. Als Positivkontrolle wurden die Primer in Vorversuchen zuerst an Leber-
RNA getestet (siehe 3.3.5). 
Mittels des Primers Haptoglobin alpha 1+2 wurde das Gesamt-Haptoglobin 
(Haptoglobin 1 und 2) dargestellt. Es wurden insgesamt 22 
Endometriumproben verwendet (n=9 Follikelphase, n=4 frühe Lutealphase, n=3 
mittlere Lutealphase, n=6 späte Lutealphase). Bei allen Proben zeigte sich die 
spezifische Bande bei 310 Basenpaaren (siehe Abbildung 4.1).  
Das PCR-Bild zeigt eine Tendenz der Haptoglobinexpression über den Zyklus. 
Man erkennt im Bereich 9.-14. Zyklustag einige stärkere Banden ebenso wie 
am 23. Zyklustag. Dies spricht für eine erhöhte Bildung von Haptoglobin-RNA in 
diesen Zeiträumen.  
 
Abbildung 4.1 PCR an Endometriumproben mit Primer Hapto1+2 
Die Abbildung zeigt die PCR mit dem Primer Hapto 1+2 (je oberste Reihe) an 
Endometriumproben über den weiblichen Zyklus. Zum korrekten Vergleich sind direkt 
darunter jeweils die Banden der Primer 1A und S26 zu sehen. Unter jeder Probe steht 
der dazugehörige Zyklustag. 
Bei der Auswertung wurde in der Follikelphase eine durchschnittliche 
Haptoglobin mRNA-Expression von 0,5304 ± 0,1357 gemessen (siehe 
Hapto 1+2
1A
S26
1A
S26
Hapto 1+2
5      8      8      8     9     9     13   14    14    15    17        ZT
18    18    22   23    24    25   25    25    26    27   28        ZT 
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Abbildung 4.2). Zur frühen Lutealphase sank sie deutlich auf 0,1749 ± 0,06139 
ab. Im Bereich 20. bis 24. Zyklustag kam es zu einem leichten Anstieg auf 
0,2780 ± 0,07038, um in der späten Lutealphase wieder auf 0,2246 ± 0,08792 
abzufallen. Die statistische Auswertung mittels Kruskal-Wallis-Test ergab keine 
signifikanten Unterschiede ebenso wie der Dunn’s Post-Test beim Vergleich der 
einzelnen Gruppen. 
 
Abbildung 4.2 Auswertung der PCR an Endometriumproben mit Primer 
Hapto 1+2  
Die statistische Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test (p= 0,2467). 
Zur Bestätigung der Ergebnisse wurde mit dem Primer Haptoglobin alpha 
1for2rev ebenfalls die Menge der Haptoglobin-mRNA ermittelt. Die Proben 
stammten weitgehend von den gleichen Patientinnen, bei denen auch die 
Untersuchung mit dem Primer Hapto 1+2 durchgeführt wurde. Die PCR konnte 
mit 25 Proben durchgeführt werden (n=10 Follikelphase, n=5 frühe 
Lutealphase, n=4 mittlere Lutealphase, n=6 späte Lutealphase). Alle Proben 
hatten dem Phänotypen entsprechend je eine oder beide der zwei möglichen 
spezifischen Banden bei 275 bp für Haptoglobin 1 bzw. bei 445 bp für 
Haptoglobin 2 (siehe 3.3.2). Diese beiden Banden mussten für eine korrekte 
Verlaufsbeschreibung zusammengefasst werden. Es ließ sich eine Verdichtung 
im Bereich der mittleren Lutealphase feststellen (siehe Abbildung 4.3), die sich 
in einem Anstieg bei der Auswertung darstellt. 
2.-14. 15.-19. 20.-24. 25.-28.
0.0
0.5
1.0
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   4 Ergebnisse 
  
 
Abbildung 4.3 PCR an Endometriumproben mit Primer Hapto1for2rev 
Es wird in der oberen Reihe die PCR mit dem Primer Hapto 1for2rev an 
Endometriumproben über den weiblichen Zyklus gezeigt, direkt darunter sind jeweils die 
Banden der Primer 1A und S26 zu sehen. In der untersten Reihe findet sich der zur 
Probe gehörende Zyklustag. 
Um die vollständige Haptoglobinmenge in die Auswertung einbringen zu 
können, wurden die nach der unter Methoden beschriebenen Formel 
normierten Werte (siehe 3.3.6) der einzelnen Banden für jede Probe addiert.  
Der bei der Auswertung gemessene Verlauf der durchschnittlichen 
Haptoglobinexpression entsprach dem der PCR mit dem Primer Hapto 1+2. 
Von einem Wert von 0,8193 ± 0,1769 in der Follikelphase (siehe Abbildung 4.4) 
sank der gemessene Wert zur frühen Lutealphase auf 0,3329 ± 0,09721. In der 
mittleren Lutealphase kam es im Vergleich zur PCR Hapto 1+2 zu einem 
größeren Anstieg auf 0,8809 ± 0,3006 und anschließend zu einem Abfall auf 
0,5596 ± 0,1315. Auch hier wiesen die gemessenen Mittelwerte beim Kruskal-
Wallis-Test und den entsprechenden Post-Tests keine Signifikanzen auf. 
1A
S26
1A
S26
Hapto 1for2rev
5      8      8     8      9     9    13    13   14   14    15   17    17          ZT
18    18    22   23    24   24   25    25   25    26   27    28                 ZT
Hapto 1for2rev
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Abbildung 4.4 Auswertung der PCR an Endometriumproben mit Primer 
Hapto 1for2rev 
Die statistische Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test (p= 0,2171). 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass Haptoglobin am Beginn des 
Zyklus sowie zum Zeitpunkt einer möglichen Implantation am stärksten 
exprimiert wird. Diese klare Tendenz ist jedoch vermutlich aufgrund 
interindividueller Schwankungen und der begrenzten Anzahl der verfügbaren, 
menschlichen Gewebeproben nicht statistisch signifikant. 
4.1.2 Protein-Expression im Endometrium  
Um festzustellen, ob Haptoglobin auch als Protein im Endometrium vorhanden 
ist, wurden mit über den Zyklus verteilten Endometriumproben Western Blots 
durchgeführt. 
Es wurden insgesamt 27 Endometriumproben verwendet und auf insgesamt 
vier Western Blots aufgetragen. Für die Auswertung wurden die Daten wie unter 
3.4.8 beschrieben für jeden Western Blot in Gruppen zusammengefasst (n=7 
Follikelphase, n=4 frühe Lutealphase, n=3 mittlere Lutealphase, n=3 späte 
Lutealphase).  
Bei allen Proben war eine Doppelbande auf der Höhe von 40 kDa zu sehen, die 
dem Produkt der -Kette entsprach (siehe 3.4.7). Je nach Phänotyp fanden sich 
je eine oder beide der zwei möglichen Banden bei 8,9 bzw. 16 kDa, die der 1- 
bzw. 2-Kette des Haptoglobins entsprachen. 
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-Kette des Haptoglobins 
Bei Betrachtung der -Kette in Abbildung 4.5 kann man erkennen, dass sich in 
der Follikelphase die Banden stärker darstellen. Im weitern Verlauf nimmt die 
Proteinexpression der –Kette leicht ab. Bei der Beurteilung der absoluten 
Werte der -Kette des Haptoglobins ist immer -Actin mit einzubeziehen. 
 
Abbildung 4.5 Western Blot mit -Kette des Haptoglobins an 
Endometriumproben 
Es ist ein Ausschnitt aus einem beispielhaften Western Blot mit einigen 
Endometriumproben über den Zyklus zu sehen. Die obere Reihe zeigt die  -Kette des 
Haptoglobins, die untere  -Actin. Unter jeder Probe sind die Zyklustage angegeben. 
Bei der Auswertung ergab sich in der Follikelphase ein Wert von 78,29 ± 
13,40 % (siehe Abbildung 4.6). Zur frühen Lutealphase fiel der Wert auf 65,25 ± 
27,25 % und blieb in der mittleren und späten Lutealphase mit 70,00 ± 34,36 % 
und 69,67 ± 20,70 % fast unverändert. Der Verlauf entsprach damit prinzipiell 
dem, der sich bei der PCR zeigte, jedoch fehlte der deutliche Anstieg in der 
mittleren Lutealphase. Eine signifikante Veränderung der Werte konnte weder 
im Kruskal-Wallis-Test noch den dazugehörigen Post-Tests festgestellt werden. 
-Kette Haptoglobin
 -Actin
6     8    14   18   21   24    26    28            ZT
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Abbildung 4.6 Auswertung der -Kette im Western Blot an 
Endometriumproben 
Die statistische Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test (p= 0,9366). Die Daten 
der Gruppe 6.-8. ZT entsprechen dabei 100 %, alle anderen Gruppen sind daran 
normiert (siehe 3.4.8). 
1- und 2-Kette des Haptoglobins 
Die Expression der -Ketten stellte sich ähnlich dar wie die der -Kette. Auch 
hier ließ sich in der Follikelphase eine höhere Bildung erkennen (siehe 
Abbildung 4.7). In der frühen Follikelphase kam es zu einer Abnahme. Beim 
Vergleich mit der Expression des -Actins konnte man erkennen, dass es in der 
mittleren Lutealphase einen Anstieg gab. Zum Ende hin nahm die Expression 
wieder leicht ab. 
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Abbildung 4.7 Western Blot mit -Ketten des Haptoglobins an 
Endometriumproben 
Beispielhaft ist ein Western Blot mit einigen Endometriumproben über den Zyklus 
gezeigt. Der Ausschnitt stammt von dem selben Western Blot wie die Darstellung der -
Kette in Abbildung 4.5. Die obere Reihe zeigt die  2- und die  1-Kette des Haptoglobins, 
darunter ist -Actin und der dazugehörige Zyklustag zu sehen.  
In der Follikelphase lautete der bei der Auswertung errechnete Mittelwert 97,57 
± 15,31 %. Er sank zur frühen Lutealphase auf 72,00 ± 27,43 %, um 
anschließend auf 116,00 ± 13,43 % zu steigen. In der späten Lutealphase fiel er 
leicht auf 104,30 ± 13,84 %. Damit verlief die Expression der alpha-Ketten 
entsprechend der mRNA-Expression. Es wurden jedoch im Kruskal-Wallis-Test 
und in den Post-Tests keine Signifikanzen erkannt. 
2-Kette Haptoglobin
 -Actin
6     8    14    18   21   24     26   28               ZT
1-Kette Haptoglobin
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Abbildung 4.8 Auswertung der -Ketten im Western Blot an 
Endometriumproben 
Die statistische Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test (p= 0,6851). 
Die Daten der Gruppe 6.-8. ZT entsprechen dabei 100 %, alle anderen Gruppen sind 
daran normiert (siehe 3.4.8). 
Ebenso wie bei mRNA-Bildung zeigte sich bei der Proteinexpression ein Abfall 
von der Follikelphase zur Lutealphase und ein erneuter Gipfel im Zeitraum der 
möglichen Implantation. Wenn man wie bei der Analyse der PCR, wo nicht 
zwischen der - und -Kette unterschieden wurde, die Werte dieser Ketten 
beim Western Blot zusammenfasste, wurde dieser Verlauf noch deutlicher. 
Zusammenfassend kann daher von einem kontinuierlichen Vorhandensein von 
Haptoglobin im menschlichen Endometrium ausgegangen werden, das, wie es 
den Anschein hat, in der frühen Lutealphase abfällt, während in der mittleren 
Lutealphase ein erneuter Anstieg der Expression festzustellen ist. 
4.1.3 Lokalisierung der Protein-Expression des Haptoglobins 
Die immunhistochemische Darstellung von Haptoglobin in 
Endometriumpräparaten erlaubt die Lokalisation der Proteinexpression von 
Haptoglobin im Gewebe. 
Da Haptoglobin natürlicherweise im Blut vorkommt, und sich auf den 
angeschnittenen Präparaten auch Gefäße befinden, wird das Haptoglobin in 
diesen Gefäßen bei der immunhistochemischen Darstellung von Haptoglobin 
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selbstverständlich markiert. Um diese Gefäßanfärbungen von anderen 
gesuchten Anfärbungen im Gewebe unterscheiden zu können, wurden 
Doppelmarkierungen mit dem Endothelmarker CD34 Klon Qbend und dem 
Antikörper für Haptoglobin durchgeführt. Dies ermöglichte die Unterscheidung 
zwischen Haptoglobinanfärbungen in Gefäßen und der spezifischen Markierung 
im endometrialen Gewebe. 
Es wurden bei der Immunhistochemie insgesamt Präparate von 25 
Endometriumproben verwendet (n=10 Follikelphase, n=7 frühe Lutealphase, 
n=5 mittlere Lutealphase, n=3 späte Lutealphase). Mit jedem Präparat wurde 
eine Doppelmarkierung mit Endothelmarker und Haptoglobin, je eine 
Einzelanfärbung mit Haptoglobin und Endothelmarker und eine Negativkontrolle 
durchgeführt. Alle Präparate wurden unter den Kriterien Haptoglobin im 
Drüsenepithel, Haptoglobin in einzelnen Zellen und Bereichen, Haptoglobin im 
Stroma und Haptoglobin in den Gefäßen ausgewertet (siehe 3.5.9).  
Die Negativkontrollen zeigten keine Anfärbung. 
Haptoglobin im Drüsenepithel 
Im Epithel der Drüsen zeigten sich nur sehr vereinzelt Anfärbungen mit 
Haptoglobin, die alle im Zeitraum vom 15. bis 19. Zyklustag lagen. Alle anderen 
Zeiträume wiesen kein Haptoglobin in den Drüsen auf (siehe Abbildung 4.13). 
Im Oberflächenepithel fanden sich zu keinem Zeitpunkt Anfärbungen. 
Bei der Auswertung des Epithels zeigte sich nur in der frühen Lutealphase eine 
Markierung, in allen anderen Zeiträumen war keine Anfärbung zu sehen (siehe 
Abbildung 4.9). Dies spricht tendenziell dafür, dass in der frühen Lutealphase 
das Vorhandensein von Haptoglobin im Drüsenepithel eine funktionelle 
Bedeutung hat. 
   4 Ergebnisse 
  
 
 
Abbildung 4.9 Auswertung des Drüsenepithels in der Immunhistochemie an 
Endometriumproben 
Haptoglobin in einzelnen Zellen und Bereichen 
Es fanden sich nur vereinzelt Gebiete, die eine diffuse Anfärbung einzelner 
Bereiche aufwiesen. Sie entsprachen immer der ersten Stufe der 
Bewertungskriterien. Diese Bereiche kamen in der Follikelphase und der frühen 
und späten Lutealphase vor. Haptoglobin-Anfärbungen in oder um einzelne 
Zellen zeigten sich in keinem Präparat (siehe Abbildung 4.13). 
Mit Ausnahme der mittleren Lutealphase war in jeder Zyklusphase ein geringer 
Proteinnachweis in einzelnen Zellen und Bereichen möglich (siehe Abbildung 
4.10). Aufgrund der geringen Anzahl ist es jedoch schwierig, eine Aussage über 
eine Tendenz zu treffen. 
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Abbildung 4.10 Auswertung einzelner Zellen und Bereiche in der 
Immunhistochemie an Endometriumproben 
Haptoglobin im Stroma  
Eine Anfärbung des Stromas war bei den meisten Präparaten vorhanden. Es 
kamen dabei alle Bewertungsstufen vor. Eine vermehrte Anfärbung zeigte sich 
in der mittleren Lutealphase (siehe Abbildung 4.13). 
Die Auswertung des Stromas ergab für die stromale Haptoglobinexpression, 
wie in Abbildung 4.11 zu sehen ist, einen deutlichen Anstieg in der mittleren 
Lutealphase, während die andern Zyklusphasen auf einem mittleren Niveau 
lagen. 
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Abbildung 4.11 Auswertung des Stromas in der Immunhistochemie an 
Endometriumproben 
Haptoglobin in Gefäßen 
In jedem Präparat zeigten sich bei der Doppelmarkierung Gefäße, die 
Haptoglobin enthielten. Diese Anfärbungen konnten als Positivkontrolle dienen. 
Der Anteil der Gefäße mit Haptoglobin schwankte insgesamt zwischen 3 % und 
53 %, jedoch zeigten sich in fast allen Anschnitten sehr viele kleine Gefäße, bei 
denen kein Lumen und somit auch keine Haptoglobinanfärbung erkennbar war. 
Die Verteilung ließ keine Tendenzen erkennen. (siehe Abbildung 4.13) 
Bei der Auswertung ist in Abbildung 4.12 zu erkennen, dass in jeder 
Zyklusphase die meisten Präparate einen Anteil von mit Haptoglobin gefüllten 
Gefäßen im Bereich bis 25 % hatten. Die Mittelwerte lagen dementsprechend 
alle zwischen 10 % und 21 %. In der Follikelphase und der frühen und mittleren 
Lutealphase zeigten sich vereinzelt auch Präparate mit einem höheren Anteil. 
Offensichtlich nahm insgesamt der Anteil der mit Haptoglobin angefärbten 
Gefäße über den Zyklus ab. Dies kann damit zusammenhängen, dass sich in 
Präparaten aus späteren Zyklustagen vermehrt Anschnitte von Spiralarterien 
mit sehr kleinem Lumen fanden, in denen keine Anfärbung zu erkennen war. 
Der Hauptanteil der Präparate zeigte jedoch, dass Haptoglobin in den Gefäßen 
konstant vorhanden war.  
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Abbildung 4.12 Auswertung der Gefäße in der Immunhistochemie an 
Endometriumproben 
Die statistische Auswertung erfolgte mittels One-way ANOVA (p= 0,6691). 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich kaum Haptoglobin in Epithelien 
oder einzelnen Bereichen finden lässt. Im Stroma, das vermutlich den 
Hauptbildungsort des Haptoglobins darstellt, findet sich ein deutlicher Anstieg in 
der Zeit um die Implantation. Dies stimmt mit den Ergebnissen aus PCR und 
Western Blot überein. 
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Abbildung 4.13 Immunhistochemie an Endometriumproben über den 
weiblichen Zyklus  
Es sind verschiedene beispielhafte Endometriumpräparate aus den beschriebenen 
Zyklusphasen zu sehen (Vergrößerung 1:325). Bei der Abbildung (a) handelt es sich 
um eine Haptoglobineinzelanfärbung, alle übrigen Abbildungen sind 
Doppelmarkierungen (Endothel blau, Haptoglobin rot). In (a) ist eine Endometriumprobe 
vom  8.  ZT  gezeigt.  Man  erkennt  eine  leichte  Stromaanfärbung,  die  der  Stufe  1 

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Weiter Text zu Abbildung 4.13 
entspricht. In der unteren Hälfte sieht man einen diffus angefärbten Bereich, die Drüsen 
sind deutlich frei. (b) zeigt ein Präparat vom 18.-19. ZT. Es sind zwei Drüsen mit 
deutlicher Anfärbung in den Epithelien zu sehen (Pfeile), viele andere Drüsen sind frei. 
Die Stromaanfärbung ist gering. Beim dritten Präparat (c), das vom 21. ZT stammt, ist 
die Stromaanfärbung deutlich dunkler und entspricht der Stufe 2. Die Drüsen sind hier 
alle frei von Anfärbungen. In (d) ist ein Präparat vom 28. ZT zu sehen. Die 
Stromaanfärbung ist geringer als im vorigen Präparat, die Drüsen sind ebenfalls 
deutlich frei. Es finden sich viele Gefäße mit sehr kleinem Lumen ohne Anfärbung. In 
allen Doppelmarkierungen sind Gefäße mit Haptoglobinanfärbung zu erkennen. 
4.2 Haptoglobin in der Dezidua von der fünften bis sechzehnten 
Schwangerschaftswoche 
Ziel der Untersuchungen war es festzustellen, ob Haptoglobin in den ersten 
Wochen der Schwangerschaft in der Dezidua als mRNA bzw. Protein exprimiert 
wird, und in welchen Bereichen der Dezidua es zu finden ist. Dazu wurden 
Polymerase-Ketten-Reaktionen, Western Blots und immunhistochemische 
Anfärbungen durchgeführt. Außerdem sollte überprüft werden, ob sich in diesen 
ersten Wochen der Schwangerschaft signifikante Unterschiede im Verlauf der 
mRNA- oder Proteinmenge von Haptoglobin feststellen lassen. 
4.2.1 mRNA-Expression in der Dezidua 
Mit der Polymerase-Ketten-Reaktion sollte getestet werden, ob in der Dezidua 
der ersten Schwangerschaftswochen Haptoglobin-mRNA exprimiert wird, und 
ob sich über den Verlauf signifikante Veränderungen der mRNA-Menge zeigen. 
Als Positivkontrolle dienten die in Vorversuchen durchgeführten Tests an Leber-
RNA (siehe 3.3.5). 
Mit dem Primer Haptoglobin alpha 1+2 wurde der Gesamtgehalt der 
Haptogobin-mRNA in der Dezidua bestimmt. Bei der Auswertung wurden 
insgesamt 36 Deziduaproben verwendet (n=11 5.-7. SSW, n=8 8.-10. SSW, 
n=10 11.-13. SSW, n=7 14.-16. SSW). Abbildung 4.14 zeigt, dass alle 
ausgewerteten Proben die spezifische Bande bei 310 bp hatten.  
Aufgrund der interindividuellen Schwankungen ist keine eindeutige Tendenz 
aus dem PCR-Bild abzulesen (siehe Abbildung 4.14). In der 5. bis 7. 
Schwangerschaftswoche ist eine deutliche RNA-Expression zu sehen, während 
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in der darauffolgenden Woche die Signalstärke der Banden leicht abnimmt. Zu 
einigen recht starken Haptoglobin-Banden der 9. und 10. 
Schwangerschaftswoche gehören auch relativ starke 1A- und S26-Banden, so 
dass diese nicht so sehr ins Gewicht fallen, wie es auf den ersten Blick den 
Anschein hat. In den Proben der 11. bis 13. Schwangerschaftswoche erscheint 
die RNA-Bildung im Vergleich zu den anderen Abschnitten insgesamt 
schwächer. Einige Proben mit sehr starker RNA-Expression stammen aus den 
letzten untersuchten Schwangerschaftswochen.  
 
Abbildung 4.14 PCR an Deziduaproben mit Primer Hapto1+2 
In der oberen Reihe ist die PCR mit dem Primer Hapto 1+2 an Deziduaproben von der 
5.-16. Schwangerschaftswoche zu sehen. Darunter sind jeweils die Banden der Primer 
1A und S26 abgebildet. Unter jeder Probe steht die dazugehörige 
Schwangerschaftswoche. 
Hapto 1+2
1A
S26
5      5       5      5      6      6      6      6     7      7      7      8        SSW 
8      8      8      9      9      9     10    11    12    12    12    12        SSW
13    13   13     13    13    14    14    15    15   16    16    16       SSW
Hapto 1+2
1A
S26
Hapto 1+2
1A
S26
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Für die 5. bis 7. Schwangerschaftswoche wurde bei der Auswertung ein 
durchschnittlicher Wert von 0,9797 ± 0,2095 ermittelt (siehe Abbildung 4.15). Er 
fiel in der 8. bis 10. Schwangerschaftswoche leicht ab auf 0,8912 ± 0,2020. Zu 
den folgenden Wochen erfolgte ein deutlicherer Abfall auf 0,4877 ± 0,07974, 
und in der 14. bis 16. Schwangerschaftswoche stieg er mit 1,167 ± 0,4345 auf 
den insgesamt höchsten Wert. Die mittels ANOVA und entsprechenden Post-
Tests verglichenen Unterschiede zeigten keine Signifikanz. 
 
Abbildung 4.15 Auswertung der PCR an Deziduaproben mit Primer Hapto 1+2 
Die statistische Auswertung erfolgte mittels One-way ANOVA (p= 0,2306). 
Mittels des Primers Haptoglobin alpha 1for2rev sollte in einem unabhängigen 
Versuch ebenfalls die mRNA-Expression des Haptoglobins ermittelt werden. Es 
wurden bei der PCR 39 Deziduaproben ausgewertet (n=12 5.-7. SSW, n=9 8.-
10. SSW, n=9 11.-13. SSW, n=9 14.-16. SSW). Bei allen Proben fand sich 
mindestens eine der beiden möglichen Banden bei 275 bzw. 445 bp (siehe 
3.3.2). Aufgrund der individuell unterschiedlichen Phänotypen war es schwierig, 
eine Tendenz bei der mRNA-Expression zu erkennen. In der 14. bis 16. 
Schwangerschaftswoche fanden sich jedoch einige Banden mit sehr starkem 
Signal (siehe Abbildung 4.16).  
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Abbildung 4.16 PCR an Deziduaproben mit Primer Hapto1for2rev 
Die obere Reihe zeigt die PCR mit dem Primer Hapto 1for2rev an Deziduaproben über 
die ersten Schwangerschaftswochen. Darunter sind jeweils die PCR mit dem Primer 1A 
und S26 zu sehen. Die jeweilige Schwangerschaftswoche ist in der untersten Reihe 
angegeben. 
Die mit der 1A- und S26-Expression normierten Werte der einzelnen Banden 
wurden für jede Probe addiert, um die vollständige Menge an Haptoglobin-
mRNA zu erhalten und vergleichen zu können. 
In den ersten drei untersuchten Schwangerschaftswochen lag der Mittelwert der 
mRNA-Expression bei 1,596 ± 0,2771. Er stieg, wie auf Abbildung 4.17 zu 
erkennen ist, in der 8. bis 10. Woche auf 2,140 ± 0,4107 an, anders als bei dem 
Primer Hapto 1+2, wo es zu einem leichten Abfall kam. Für die folgenden 
Wochen zeigten beide Werte jedoch wieder die gleiche Tendenz. Es kam zu 
einem Abfall auf 1,573 ± 0,2202 und in den letzten dargestellten 
Schwangerschaftswochen zu einem starken Anstieg auf 3,517 ± 0,5797. Mittels 
Hapto 1for2rev
1A
S26
Hapto 1for2rev
1A
S26
1A
S26
Hapto 1for2rev
5     5     5    5     6     6     6    6     7    7     7     7     8           SSW
8     8     8     9    9     9     9   10   11  12   12   12   12           SSW
13    13   13   13  14   14  14   15  15   16   16  16   16            SSW
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ANOVA konnte eine Signifikanz des Gesamtverlaufs mit p=0,0034 gezeigt 
werden. Die Post-Tests wiesen einen signifikanten Unterschied zwischen den 
letzten beiden Gruppen mit p<0,01 auf. Ein weiterer signifikanter Unterschied 
fand sich zwischen der 5. bis 7. und der 14. bis 16. Schwangerschaftswoche 
ebenfalls mit p<0,01. 
 
 
 
Abbildung 4.17 Auswertung der PCR an Deziduaproben mit Primer 
Hapto 1for2rev 
Die statistische Auswertung erfolgte mittels One-way ANOVA (p= 0,0034). 
Um den Zeitraum der stärksten Invasion zeigt auch der mRNA-Gehalt von 
Haptoglobin in der Dezidua einen kleinen Gipfel. Danach kommt es an dem 
Übergang zwischen erstem und zweitem Trimenon zu einem leichten Abfall. Im 
zweiten Trimenon steigt die mRNA-Expression wieder deutlich an. 
4.2.2 Protein-Expression in der Dezidua 
Um herauszufinden, ob und wie viel Haptoglobinprotein sich in der Dezidua der 
frühen Schwangerschaft befindet, und ob es signifikante Veränderungen der 
Proteinmenge über den Untersuchungszeitraum gibt, wurden Western Blots an 
Deziduaproben aus den ersten Wochen der Schwangerschaft durchgeführt.  
Insgesamt wurden 47 Deziduaproben verwendet (n=11 5.-7. SSW, n=12 8.-10. 
SSW, n=11 11.-13. SSW, n=13 14.-16. SSW). Sie waren auf vier Western Blots 
verteilt. Dabei wurde darauf geachtet, auf jedem Western Blot Proben über den 
SSW5.-7. 8.-10. 11.-13. 14.-16.
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gesamten möglichen Schwangerschaftszeitraum einzusetzen. Bei jeder Probe 
war dem Produkt der -Kette entsprechend eine Doppelbande bei 40 kDa zu 
sehen. Außerdem fanden sich je nach Phänotyp je eine oder beide der zwei 
möglichen (Doppel-)Banden bei 8,9 bzw. 16 kDa (siehe 3.4.7). 
-Kette des Haptoglobins 
Die -Kette des Haptoglobins stieg, wie auf Abbildung 4.18 zu sehen, ab der 
achten Schwangerschaftswoche an. Im Bereich der 11. bis 13. 
Schwangerschaftswoche nahm die Proteinexpression leicht ab, wurde zum 
Ende aber wieder stärker. Auch hier muss bei der Beurteilung der absoluten 
Werte der -Kette des Haptoglobins die entsprechende Signalstärke des -
Actins miteinbezogen werden. 
 
Abbildung 4.18 Western Blot mit -Kette des Haptoglobins an Deziduaproben 
Es ist ein Ausschnitt aus einem der vier gefertigten Western Blots an Deziduaproben 
beispielhaft zu sehen. Die obere Reihe zeigt die  -Kette des Haptoglobins, darunter ist 
das dazugehörige  -Actin dargestellt. Unter jeder Probe ist die jeweilige 
Schwangerschaftswoche angegeben. 
Der Mittelwert der Proteinmenge im ersten Untersuchungszeitraum lautete 
179,70 ± 60,92 % (siehe Abbildung 4.19). Es kam dann zu einem Anstieg auf 
220,30 ± 51,97 %. Danach folgte zur 11. bis 13. Schwangerschaftswoche ein 
Abfall auf 156,20 ± 19,75 %, und zum Schluss kam es zu einem erneuten 
Anstieg auf 212,20 ± 51,51 %. Weder die ANOVA noch die dazugehörigen 
Post-Tests zeigten eine Signifikanz. Der Verlauf des Proteingehalts entsprach 
-Kette Haptoglobin
-Actin
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jedoch dem des mRNA-Gehalts, der mittels Primer Hapto 1for2rev ermittelt 
wurde. 
 
Abbildung 4.19 Auswertung der -Kette im Western Blot an Deziduaproben 
Die statistische Auswertung erfolgte mittels One-way ANOVA (p= 0,7836).  
Die normierten Werte der 13. SSW entsprechen dabei 100 %, alle anderen Werte sind 
entsprechend damit verrechnet (siehe 3.4.8). 
1- und 2-Kette des Haptoglobins 
Bei den -Ketten ergab sich ein ähnliches Bild wie bei der -Kette (siehe 
Abbildung 4.20). Es kam bei Zusammenfassung aller Banden und unter 
Berücksichtigung des -Actins zu einem Anstieg der Proteinexpression ab der 
achten Schwangerschaftswoche und in dem Zeitraum 11. bis 13. 
Schwangerschaftswoche zu einer Abnahme. Es fehlte jedoch ein deutlicher 
Anstieg im letzten Zeitraum. Hier blieb die Bildung der -Ketten im Vergleich mit 
der -Kette auf niedrigerem Niveau. 
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Abbildung 4.20 Western Blot mit -Ketten des Haptoglobins an 
Deziduaproben 
Es ist ein beispielhafter Ausschnitt aus dem selben Western Blot wie in Abbildung 4.18 
zu sehen. Er zeigt Deziduaproben über die ersten Schwangerschaftswochen. In den 
oberen Reihen sind die Doppelbanden der  1- und der  2-Kette zu sehen. Darunter 
findet sich die entsprechende -Actin-Bande und die Schwangerschaftswoche. 
Für die 5. bis 7. Schwangerschaftswoche wurde wie in Abbildung 4.21 
ersichtlich eine durchschnittliche Proteinmenge von 85,00 ± 22,49 % errechnet. 
Danach kam es zu einem Anstieg auf 121,60 ± 26,32 % und anschließend 
wieder zu einem Abfall auf 96,00 ± 10,97 %. In der 14. bis 16. Woche fiel der 
Wert auf 89,54 ± 21,18 % ab. Der Verlauf der Proteinmenge der -Ketten wich 
damit von dem der -Kette und dem Verlauf der mRNA-Menge ab, da es in der 
letzten Phase des Untersuchungszeitraums hier einen leichten Abfall gab. Es 
konnten mittels ANOVA und Post-Tests keine Signifikanzen bestimmt werden.  
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Abbildung 4.21 Auswertung der -Ketten im Western Blot an Deziduaproben 
Die statistische Auswertung erfolgte mittels One-way ANOVA (p= 0,6239). 
Die normierten Werte der 13. SSW entsprechen dabei 100 %, alle anderen Werte sind 
entsprechend damit verrechnet (siehe 3.4.8). 
Bei der Proteinexpression zeigt sich ein deutlicher Gipfel im Zeitraum der 
stärksten Invasion. Dies lässt sich auch bei der mRNA-Bildung feststellen. 
Anschließend kommt es am Übergang zum zweiten Trimenon zu einem Abfall. 
Die -Kette steigt danach wieder an, während die -Ketten auf dem niedrigeren 
Niveau verbleiben. Fasst man beide Ketten zum Gesamt-Haptoglobin 
zusammen entspricht der Gesamtverlauf jedoch dem des Gesamt-mRNA-
Gehalts der Dezidua. 
4.2.3 Lokalisierung der Protein-Expression des Haptoglobins 
Durch die Immunhistochemie sollte die Haptoglobin-Expression in der Dezidua 
lokalisiert werden. Dazu wurden insgesamt 55 Präparate von Deziduaproben 
mit je einer Anfärbung mit Zytokeratin, Haptoglobin und Endothelmarker und 
einer Doppelmarkierung mit Endothelmarker und Haptoglobin angefertigt und 
ausgewertet. Die Reaktionen wurden aufgrund der Probenzahl in jeweils drei 
Versuchsreihen durchgeführt. Dabei wurden die Deziduapräparate gleichmäßig 
über die Schwangerschaftswochen auf die Versuchsreihen verteilt, so dass in 
jeder Versuchsreihe alle Schwangerschaftswochen vertreten waren. Dies 
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geschah, um eine Verfälschung der Ergebnisse durch leichte Schwankungen 
zwischen den Versuchen zu vermeiden. 
Die Darstellung von Zytokeratin in der Dezidua diente der Unterscheidung von 
Decidua parietalis und Decidua basalis (siehe 3.1.4). Außerdem konnten auch 
Decidua capsularis und die Invasionszone dargestellt werden.  
Die Präparate wurden nach den oben genannten Kriterien Haptoglobin im 
Drüsenepithel, Haptoglobin in einzelnen Zellen und Bereichen, Haptoglobin im 
Stroma und Haptoglobin in den Gefäßen ausgewertet (siehe 3.5.9). 
Die zu jedem Präparat gefertigte Negativkontrolle wies keine Anfärbungen auf. 
Haptoglobin im Drüsenepithel  
Bei der Auswertung des Epithels konnten nur 53 Präparate verwendet werden, 
da bei zwei Proben die Morphologie der vorhandenen Drüsen zu schlecht war, 
um die Epithelien auswerten zu können (n=13 5.-7. SSW, n=13 8.-10. SSW, 
n=12 11.-13. SSW, n=15 14.-16. SSW).  
Viele Präparate der 5. bis 7. Schwangerschaftswoche wiesen Drüsenepithelien 
auf, die Haptoglobin enthielten. Es handelte sich dabei um einzelne, wenige, 
angefärbte Drüsen. Der größte Anteil der Drüsen war frei von Haptoglobin. Im 
weiteren Verlauf der Schwangerschaft wurden solche Markierungen nur noch 
sehr vereinzelt gefunden (siehe Abbildung 4.22). Im Oberflächenepithel waren 
keine Anfärbungen vorhanden. 
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Abbildung 4.22 Immunhistochemische Anfärbung des Drüsenepithels an 
Deziduaproben 
Es sind Deziduapräparate aus jeder Gruppe der beschriebenen 
Schwangerschaftswochen zu sehen (1:325). Im kleinen Bild (1:125) findet sich immer 
die entsprechende Zytokeratinanfärbung. (a) ist eine Haptoglobineinzelanfärbung, die 
Präparate b-d sind Doppelmarkierungen (Endothel blau, Haptoglobin rot). In der 6. 
SSW (a) ist mittig eine Drüse mit angefärbten Epithelien zu sehen. In (b) aus der 8. 
SSW sind alle Drüsen frei, im Präparat (c) aus der 13. SSW findet sich eine Drüse mit 
angefärbten Epithelien. (d) zeigt bei einer 15. SSW eine Drüse mit freiem Epithel. 
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Bei der Auswertung fanden sich, wie in Abbildung 4.23 zu sehen, in jedem 
untersuchten Schwangerschaftsabschnitt gefärbte Drüsenepithelien. Diese 
nahmen im Verlauf der Schwangerschaft deutlich ab und traten ab der 8. 
Schwangerschaftswoche nur noch vereinzelt auf. Der jeweils größte Anteil der 
Präparate zeigte keine Markierung des Epithels, die daher vermutlich als sehr 
lokales Phänomen aufzufassen ist. 
 
Abbildung 4.23 Auswertung des Drüsenepithels in der Immunhistochemie an 
Deziduaproben 
Haptoglobin in einzelnen Zellen und Bereichen 
Bei der Untersuchung, ob Haptoglobin sich in einzelnen Zellen findet, konnten 
alle Proben ausgewertet werden (n=13 5.-7. SSW, n=13 8.-10. SSW, n=13 11.-
13. SSW, n=16 14.-16. SSW). 
Wie auch Abbildung 4.24 zeigt, waren sowohl Bereiche mit einzeln markierten 
Zellen als auch diffus angefärbte Bereiche am häufigsten in der 5. bis 7. 
Schwangerschaftswoche vertreten. In diesen Wochen waren mit nur einer 
Ausnahme in jedem Präparat solche Bereiche vorhanden. Dabei waren alle 
Bewertungsstufen vertreten. In den beiden mittleren Untersuchungszeiträumen 
nahm die Anzahl solcher Bereiche deutlich ab. Insgesamt waren immer noch 
alle Bewertungsstufen vorhanden, es traten jedoch immer mehr Präparate der 
Stufe 0 auf. In der 14. bis 16. Schwangerschaftswoche waren nur noch einzelne 
Präparate zu finden, die angefärbte einzelne Zellen oder diffuse Bereiche 
aufwiesen. Die Stufe 3 kam hier nicht mehr vor. 
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Abbildung 4.24 Immunhistochemische Anfärbung einzelner Zellen und 
Bereiche an Deziduaproben 
Es handelt sich hier um verschiedene Deziduaproben über die untersuchten SSW 
jeweils mit Doppelmarkierung (1:325), im kleinen Bild (1:125) ist die jeweilige 
Zytokeratinfärbung zu sehen. (a) zeigt eine 7. SSW, bei der klar Anfärbungen von 
einzelnen Zellen mit Haptoglobin zu erkennen sind. In (b) ist bei einer 9. SSW ein diffus 
angefärbter Bereich zu sehen, und bei (c) handelt es sich um eine 12. SSW mit 
angefärbten einzelnen Zellen. Im letzten Präparat aus der 14. SSW (d) sind keine 
Anfärbungen einzelner Bereiche zu erkennen. 
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In einigen Präparaten traten Zellen auf, um die herum das Haptoglobin auf einer 
Seite konzentriert lag. Dies gab der Anfärbung ein „tropfenförmiges“ Aussehen 
(siehe Abbildung 4.25). Das Haptoglobin schien dabei immer auf der von einer 
Drüse, einem Gefäß oder dem Randepithel abgewandten Seite zu liegen. 
 
Abbildung 4.25 Immunhistochemische Darstellung der „tropfenförmig“ 
angefärbten Zellen 
Es handelt sich um eine Deziduaprobe aus einer 9. SSW mit Doppelmarkierung 
(1:280). Im kleinen Bild (1:110) ist die dazugehörige Zytokeratinanfärbung zu sehen. 
Man erkennt deutliche Haptoglobinanfärbungen, die um einzelne Zellen auf der dem 
Randepithel abgewandten Seite liegen. Weiterhin zeigen die Gefäße in ihrem Lumen 
eine starke Anfärbung, während die Gefäßwand selbst eindeutig frei ist. 
Bei der Auswertung der Proteinbildung dieser einzelnen Bereiche (siehe 
Abbildung 4.26) war zu erkennen, dass es über den untersuchten 
Schwangerschaftszeitraum insgesamt zu einer Abnahme kam. Während in der 
5. bis 7. Schwangerschaftswoche noch gehäuft Präparate mit zahlreichen 
Anfärbungen einzelner Zellen und diffuser Bereiche vor allem der Stufe 2 
auftraten, sah man in den Proben der folgenden Wochen schon häufiger 
Präparate ohne jede Anfärbung solcher Bereiche. In der 14. bis 16. 
Schwangerschaftswoche waren dann fast ausschließlich Präparate mit keiner 
bis geringer Anfärbung von einzelnen Zellen und diffusen Bereichen zu finden. 
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Abbildung 4.26 Auswertung einzelner Zellen und Bereiche in der 
Immunhistochemie an Deziduaproben 
Haptoglobin im Stroma 
Anzahl und Proben bei der Auswertung des Stromas entsprachen denen bei 
der Auswertung einzelner Zellen. 
Im Zeitraum 5. bis 7. Schwangerschaftswoche zeigte sich eine relativ starke 
Anfärbung des Stromas (siehe Abbildung 4.27). Die Stufen 1 bis 3 lagen vor. In 
den nächsten Wochen fand sich auch die Stufe 0, doch war die Anfärbung bei 
den meisten Präparaten noch deutlich vorhanden. Ab der 11. 
Schwangerschaftswoche war ein leichter Abfall festzustellen. Es traten gehäuft 
Präparate mit niedrigeren Stufen auf, es waren aber noch immer alle Stufen 
vertreten. Ein deutlicherer Abfall war im letzen Zeitraum zu erkennen. Es 
fanden sich mit einer Ausnahme nur noch die Stufen 0 bis 2. Bei vielen 
Präparaten zeigte sich keine stromale Anfärbung.  
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Abbildung 4.27  Immunhistochemische Anfärbung des Stromas an 
Deziduaproben 
Es sind Deziduaproben jeweils mit Doppelmarkierung (1:325) und in der kleinen 
Abbildung die dazugehörige Zytokeratinfärbung zu sehen (1:125). (a) zeigt eine 5. SSW 
mit einer deutlichen Stromaanfärbung, die der Stufe 2 entspricht. In (b) ist eine 9. SSW 
erkennbar, bei der die Stromaanfärbung die Stufe 2-3 erreicht. In (c) aus der 12. SSW 
ist die Anfärbung des Stromas eindeutig geringer und hat nur noch die Stufe 1. Keine 
Stromaanfärbung findet sich im Präparat (d) aus der 14. SSW. In allen Präparaten sind 
Gefäße mit klarer Haptoglobinanfärbung zu erkennen. 
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Die Auswertung des Stromas zeigte über den Verlauf der untersuchten 
Schwangerschaft eine Abnahme der stromalen Anfärbung (siehe Abbildung 
4.28). In den ersten Schwangerschaftswochen war noch gehäuft eine mittlere 
bis starke Anfärbung der Präparate zu finden, in der 14. bis 16. 
Schwangerschaftswoche traten dagegen viele Präparate ohne stromale 
Anfärbung auf. 
 
Abbildung 4.28 Auswertung des Stromas in der Immunhistochemie 
Deziduaproben 
Haptoglobin in Gefäßen 
Bei der Auswertung, ob Haptoglobin in den Gefäßen vorhanden ist, konnten 50 
Präparate berücksichtigt werden (n=13 5.-7. SSW, n=12 8.-10. SSW, n=11 11.-
13. SSW, n=14 14.-16. SSW). Bei drei Präparaten konnten keine Gefäße 
gefunden werden, und bei zwei anderen war die Färbung der 
Doppelmarkierung zu schwach, um Gefäße zu erkennen.  
Bis auf die genannten Ausnahmen zeigte jedes Präparat in der 
Doppelmarkierung mit Haptoglobin gefüllte Gefäße (siehe Abbildung 4.27 und 
Abbildung 4.29). Damit enthielt jedes dieser Präparate eine Positivkontrolle. Die 
Anteile der gefüllten Gefäße schwankten insgesamt zwischen 6 % und 77 %, 
waren aber relativ konstant über den gesamten Zeitraum verteilt.  
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Abbildung 4.29 Immunhistochemische Anfärbung der Gefäße an 
Deziduaproben 
Es handelt sich hier um eine Deziduaprobe mit Doppelmarkierung aus einer 5. SSW 
(1:280), im kleineren Bild die entsprechende Zytokeratinanfärbung (1:110). Es sind 
mehrere Gefäße mit deutlicher Haptoglobinanfärbung im Lumen zu erkennen, unter 
dem Oberflächenepithel liegen einige Gefäße ohne eine solche Anfärbung. 
Wie in Abbildung 4.30 zu sehen ist, zeigte sich bei allen 
Schwangerschaftswochen eine relativ breite Verteilung. Überall waren sowohl 
Präparate mit einem geringen als auch einem höheren Anteil an mit 
Haptoglobin gefüllten Gefäßen zu finden. Insgesamt fiel jedoch ein Anstieg im 
Bereich der 11. bis 13. Schwangerschaftswoche auf. Während in den übrigen 
Wochen der Anteil positiver Gefäße in den Präparaten nie über 75 % 
hinausging, waren hier auch Präparate mit höheren Anteilen zu sehen. 
Gleichzeitig fehlten Präparate mit einem Anteil positiver Gefäße unter 25 %.  
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Abbildung 4.30 Auswertung der Gefäße in der Immunhistochemie an 
Deziduaproben 
Die statistische Auswertung erfolgte mittels One-way ANOVA (p= 0,0176). 
Haptoglobin in Decidua basalis und Decidua parietalis 
Es wurde zusätzlich untersucht, ob ein Unterschied zwischen der Decidua 
basalis und der Decidua parietalis (siehe 3.1.4) zu finden war. Dazu wurden bei 
allen Präparaten die eindeutig der Decidua parietalis oder Decidua basalis 
zuzuordnenden Areale hinsichtlich der Anfärbung einzelner Zellen bzw. diffus 
angefärbter Bereiche verglichen.  
Sowohl in der Decidua basalis als auch in der Decidua parietalis fanden sich 
Einzel-Zellanfärbungen und diffus angefärbte Bereiche (siehe Abbildung 4.31). 
Tabelle 4.1 zeigt, dass einzelne positive Zellen in mehr Arealen der Decidua 
parietalis auftraten. Einige davon wiesen außerdem eine sehr klare und 
eindeutige Markierung auf. Dieses Phänomen war über die gesamten 
Schwangerschaftswochen vorhanden. Insgesamt nahm aber die Anfärbung 
einzelner Zellen sowohl in Decidua basalis als auch Decidua parietalis im 
Verlauf der Schwangerschaft ab. 
In Arealen der Decidua basalis hingegen traten häufiger diffuse angefärbte 
Bereiche auf. In beiden Arealen blieb der prozentuale Gehalt dieser diffusen 
Bereiche über die Schwangerschaftswochen jedoch weitgehend gleich. 
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Abbildung 4.31 Immunhistochemische Anfärbung von Decidua basalis und 
Decidua  parietalis an Deziduaproben 
Es sind zwei Deziduapräparate mit Doppelmarkierung (1:280) und im kleinen Bild die 
entsprechenden Zytokeratinfärbungen abgebildet (1:110). Bei (a) handelt es sich um 
eine Decidua basalis aus der 11. SSW. Man erkennt mittig einen diffus angefärbten 
Bereich, dessen Anfärbung über die leicht vorhandene Stromaanfärbung hinausgeht. 
(b) zeigt eine Decidua parietalis aus einer 12. SSW. Hier sind deutlich einzeln 
angefärbte Zellen zu sehen. 
Tabelle 4.1  Auswertung der Decidua basalis und der Decidua parietalis 
SSW 
Decidua basalis Decidua parietalis 
Gesamtzahl 
der Areale 
Anteil der positiven 
Areale für Gesamtzahl 
der Areale 
Anteil der positiven 
Areale für 
einzelne 
Zellen 
diffuse 
Bereiche 
einzelne 
Zellen 
diffuse 
Bereiche 
5.-7. 8 62,5 % 75 % 10 90 % 40 % 
8.-10. 7 28,6 % 57,1 % 10 50 % 30 % 
11.-13. 5 40 % 60 % 7 85,7 % 42,9 % 
14.-16. 8 0 % 75 % 10 30 % 30 % 
Areale mit Decidua basalis und Decidua parietalis wurden für jede untersuchte Gruppe 
in Hinsicht auf prozentuale Häufigkeit von Bereichen mit angefärbten einzelnen Zellen 
oder angefärbten diffusen Bereichen ausgewertet. 
In den Bereichen der Invasionszone konnten keine spezifischen, sich 
wiederholenden Anfärbungen durch den Haptoglobinmarker gefunden werden. 
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Viele dieser Präparate zeigten eine diffuse oder keine Anfärbung, jedoch trat 
auch ein Bereich mit einzeln angefärbten Zellen auf. 
Haptoglobin in Zotten 
Bei einigen Präparaten waren Zotten auf dem Anschnitt zu erkennen. Bei keiner 
Zotte fand sich, wie in Abbildung 4.32 zu erkennen ist, eine spezifische oder 
unspezifische Anfärbung mit Haptoglobin. Es ist daher nicht von einer 
Proteinexpression von Haptoglobin in villösen Trophoblasten auszugehen. Die 
Gefäße innerhalb der Zotten zeigten aufgrund des geringen Lumens außer mit 
dem Endothelmarker keine Anfärbung.  
 
Abbildung 4.32 Immunhistochemische Anfärbung der Zotten an 
Deziduaproben 
Es sind mit einer Doppelmarkierung angefärbte Zotten zu sehen, die sich bei einer 
Deziduaprobe aus einer 13. SSW fanden (1:280). Im kleineren Bild wird die 
Zytokeratinfärbung gezeigt (1:110). Die Gefäße der Zotten sind deutlich mit dem 
Endothelmarker gefärbt, eine Haptoglobinanfärbung fehlt vollständig. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es im Verlauf der Schwangerschaft 
über den untersuchten Zeitraum in der Immunhistologie zu einer Abnahme der 
Haptoglobin-Expression sowohl im Drüsenepithel, in einzelnen Zellen und diffus 
angefärbten Bereichen als auch im Stroma kommt. Der Haptoglobingehalt der 
Gefäße bleibt erwartungsgemäß weitgehend konstant. In der Decidua basalis 
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sind etwas häufiger diffus angefärbte Bereiche zu sehen, während in der 
Decidua parietalis leicht gehäuft einzelne Zellen auftreten. Im Verlauf über die 
Schwangerschaft ist diese Verteilung konstant. Zotten zeigen keine Anfärbung 
mit Haptoglobin. 
4.3 Vergleich der Phänotypen von Haptoglobin bei Proben von fertilen 
und infertilen Frauen 
Frühere Studien berichten von einem Zusammenhang zwischen der Fertilität 
einer Frau und ihrem Haptoglobin-Phänotypen (Bottini et al 1999). Diese 
Ergebnisse sollten in diesem Versuch überprüft werden. Dazu wurden mittels 
Western Blot die Phänotypen sowohl bei einer Gruppe fertiler Frauen als auch 
bei einer Gruppe infertiler Frauen ermittelt und ausgewertet. Zu den 
Einteilungskriterien der Fertilität siehe 3.1.6 unter Methoden. 
Bei der Auswertung wurden die Proben nach dem Kriterium Phänotyp 
ausgezählt. Für jede einzelne Probe aus der fertilen und infertilen Gruppe 
wurde der Phänotyp anhand der im Western Blot gezeigten Banden bestimmt. 
Nur deutliche Banden wurden dabei gewertet. Das Ergebnis findet sich in 
Tabelle 4.2. 
Tabelle 4.2 Verteilung der Phänotypen auf fertile und infertile Proben 
Phänotypen Fertile Probenzahl (in Prozent) 
Infertile Probenzahl 
(in Prozent) 
Verteilung in der 
Bevölkerung 
Haptoglobin 1-1 2 (14,3 %) 1 (8,3 %) 14 % 
Haptoglobin 2-1 6 (42,9 %) 7 (58,3 %) 48 % 
Haptoglobin 2-2 6 (42,9 %) 4 (33,3 %) 38 % 
Gesamt 14 (100,1 %) 12 (99,9 %) 100 % 
Alle Phänotypen wurden sowohl in der fertilen als auch der infertilen Gruppe ausgezählt 
und zusätzlich bezogen auf die jeweilige Probengesamtzahl in Prozent angegeben. 
Zum Vergleich ist ganz rechts die Verteilung der Haptoglobin-Phänotypen in der 
Bevölkerung zu sehen. 
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Bei den fertilen Proben zeigte sich kaum ein Unterschied der 
Phänotypenverteilung im Vergleich zur Bevölkerung. Der Phänotyp Haptoglobin 
2-2 fand sich etwas vermehrt, dafür war Haptoglobin 2-1 etwas vermindert. Bei 
den infertilen Proben war eine Verschiebung der Verteilung zum Phänotypen 
Haptoglobin 2-1 hin zu erkennen, sowohl die Anzahl an Haptoglobin 1-1 als 
auch an Haptoglobin 2-2 war erniedrigt.  
Um ermessen zu können, ob vielleicht bereits auf der Ebene der Allele ein 
signifikanter Verteilungsunterschied zu finden ist, wurden auch die Allele und 
Allelfrequenzen ausgewertet. Haptoglobin wird kodominant vererbt, das 
bedeutet beide Allele äußern sich im Phänotyp. Deshalb wurden in der fertilen 
und der infertilen Gruppe jeweils die zwei Allele einzeln gezählt. Für 
Haptoglobin 1-1 wurden zwei Hp1-Allele gewertet, für Haptoglobin 2-2 zwei 
Hp2-Allele und für Haptoglobin 2-1 je ein Hp1- und ein Hp2-Allel. Das Ergebnis 
der Auswertung ist in Tabelle 4.3 dargestellt. 
Tabelle 4.3 Verteilung der Allele auf fertile und infertile Proben 
Allele Fertile Probenzahl (Allelfrequenz) 
Infertile Probenzahl 
(Allelfrequenz) 
Verteilung in der 
Bevölkerung 
Hp 1 10 (0,357) 9 (0,375) 0,46 
Hp2 18 (0,643) 15 (0,625) 0,54 
Gesamt 28 24 1,0 
Es wurden alle Allele in der fertilen und infertilen Gruppe aus den bereits bestimmten 
Phänotypen ausgezählt und für jede Gruppe angegeben. Bezogen auf die 
Probengesamtzahl wurde die jeweilige Allelfrequenz für jede Gruppe in Klammern 
angegeben. In der rechten Spalte sind zum Vergleich die Allelfrequenzen für 
Haptoglobin in der Bevölkerung angegeben 
Sowohl bei der fertilen als auch der infertilen Gruppe war die Häufigkeit des 
Allels Hp1 im Vergleich zur Bevölkerung erniedrigt, in der fertilen Gruppe etwas 
mehr als in der infertilen Gruppe. Insgesamt wichen die Ergebnisse jedoch nicht 
sehr stark von der allgemeinen Verteilung ab. 
Auf eine statistische Auswertung der fertilen und infertilen Proben wurde hier 
verzichtet, da aufgrund der geringen Probenzahl und fehlender, eindeutiger 
Tendenzen der Ergebnisse keine signifikante Auswertung möglich schien. 
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4.4 Auswertung des Haptoglobingehalts verschiedener Gewebe 
Um die Bedeutung des Haptoglobins in der Dezidua zu erfassen, erschien es 
wichtig, eine Vorstellung zu bekommen, wie viel Haptoglobin-RNA in 
Endometrium und Dezidua im Vergleich zu anderen Organen vorhanden ist. 
Dazu wurde RNA aus verschiedenen Geweben mittels PCR auf ihren 
Haptoglobingehalt hin untersucht. Bei den untersuchten Geweben handelte es 
sich um Leber, Lunge, Schilddrüse, Ovar, Tube, Mamma, Hoden, vier 
Endometriumproben vom 9., 18. 22./23. und 25./26. Zyklustag und vier 
Deziduaproben aus der 5., 8., 11. und 15. Schwangerschaftswoche. Als Primer 
wurden jeweils Hapto 1+2 und Hapto 1for2rev sowie zur Normierung auch 1A 
und S26 verwendet.  
Man erkennt in Abbildung 4.33, dass bei der Lunge und vor allem der Leber wie 
erwartet eine deutliche RNA-Bildung des Haptoglobins zu finden war. Auch in 
den Fortpflanzungsorganen wie Hoden, Ovar und Tube war sie relativ stark. 
Eine immer noch sehr deutliche, jedoch nicht mehr so hohe Expression war in 
Schilddrüse und Mamma zu sehen. Bei den Endometriumproben zeigte sich 
über den gesamten Zyklus, dass hier die Haptoglobin-RNA-Bildung deutlich 
geringer war, als in anderen Organen. Dagegen war in den ersten 
Schwangerschaftswochen, deren Proben ebenfalls zu sehen sind, ein Anstieg 
der Bildung festzustellen. 
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Abbildung 4.33 PCR an verschiedenen Geweben mit Primer Hapto 1+2 und 
Primer Hapto 1for2rev 
In der oberen Reihe ist das Ergebnis der PCR an verschiedenen Geweben mit dem 
Primer Hapto 1+2 zu sehen, die Reihe darunter zeigt die zwei Banden des Primers 
Hapto 1for2rev. In den beiden unteren Reihen sind die Ergebnisse mit den Primern 1A 
und S26 abgebildet. Angaben zu Gewebeart der Probe finden sich unter jeder Probe. 
Die genauen, normierten Werte sind in der Tabelle 4.4 dargestellt. 
Es ist zu erkennen, dass sich neben dem Hauptbildungsorgan Leber auch in 
den Fortpflanzungsorganen wie Ovar, Tube und beim Mann der Hoden hohe 
Werte für die Haptoglobin-Bildung finden lassen. Im Endometrium selbst sind 
die Werte dagegen eindeutig geringer, bei eintretender Schwangerschaft 
steigen sie jedoch auch in der Dezidua deutlich an. 
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Tabelle 4.4 Untersuchte Gewebe mit Angabe des normierten 
Haptoglobinwerts für den Primer Hapto 1+2 und den Primer 
Hapto 1for2rev 
 
Es sind die normierten Haptoglobinwerte der Primer Hapto 1+2 und Hapto1for2rev zu 
jedem Gewebe zu sehen, wobei beim Primer Hapto 1for2rev die normierten Werte der 
beiden möglichen Banden (siehe 3.3.2) zu einem Gesamthaptoglobinwert addiert 
wurden.  
Der kursiv geschriebene Wert bei der Endometriumprobe vom 25./26. Zyklustag wurde 
aus der Auswertung der PCR für die Endometriumproben über den weiblichen Zyklus 
ergänzt, da es bei der hier durchgeführten PCR mit dem Primer Hapto 1+2 für diese 
Probe einen Ausfall gab, wie auch in Abbildung 4.33 zu sehen ist, und für weitere 
Versuche kein Material zur Verfügung stand. Beide PCRs wurden unter den gleichen 
Bedingungen durchgeführt, und der Wert ist nach dem mehrfach vorbeschriebenen 
Verfahren normiert worden. Dennoch ist er nicht im gleichen Versuch ermittelt worden. 
Gewebe Hapto 1+2 Hapto 1for2rev addiert 
Lunge 3,92410454 3,82030358 
Leber 3,64519334 2,84378493 
Hoden 1,85713708 1,74290585 
Schilddrüse 1,65209025 0,49686755 
Mamma 1,46749705 1,53596131 
Ovar 2,31610338 2,92821879 
Tube 2,05986127 2,00092472 
Endometrium 9.ZT 0,40293600 0,71486717 
Endometrium 18.ZT 0,54755642 0,44817291 
Endometrium 22./23.ZT 0,95603851 0,58032425 
Endometrium 25./26.ZT 0,16756502 0,84701032 
Dezidua 5.SSW 1,89345371 1,39066200 
Dezidua 8.SSW 1,93958795 0,66169691 
Dezidua 11.SSW 4,06463215 2,26025799 
Dezidua 15.SSW 2,54630570 2,36463255 
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5 Diskussion 
5.1 Diskussion der verwendeten Methoden 
5.1.1 Polymerase-Ketten-Reaktion 
Bei der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR), so wie sie in dieser Arbeit 
durchgeführt wurde, handelt es sich um eine semiquantitative Methode. Es wird 
eine Korrelation zwischen der ursprünglichen RNA-Menge und der 
entstehenden Produktmenge hergestellt. Theoretisch verdoppelt sich das 
Reaktionsprodukt bei jedem Durchlauf, praktisch ist die Effizienz jedoch 
abhängig von der Länge des zu replizierenden Fragments, den 
Versuchsbedingungen, dem Verbrauch der benötigten Substanzen wie dNTPs 
und der Abnahme der Taq-Polymerase-Aktivität. Dies führt dazu, dass man bei 
gleichen Versuchsbedingungen zwar einen semiquantitativen Vergleich der 
Produkte vornehmen kann, jedoch keine quantitativen Ergebnisse erhält. 
Um eine möglichst hohe Effizienz zu erreichen, wurden die 
Versuchsbedingungen in Vorversuchen optimiert (siehe 3.3.5). Außerdem 
wurde die Länge des zu bildenden Produkts bei der Primerauswahl auf eine gut 
amplifizierbare Anzahl von 275 bis 445 Basenpaaren begrenzt. Durch 
vorangeschaltete Testreaktionen mit einem House-Keeping-Protein wurde die 
eingesetzte cDNA-Menge der einzelnen Proben weitgehend aneinander 
angeglichen, um so gleiche Ausgangsbedingungen für jede Reaktion zu 
schaffen. Zusätzlich zu dieser semiquantitativen Anpassung wurde die 
spezifische Expression von Haptoglobin wie unter 3.3.6 beschrieben auf die 1A- 
und S26-Expression normiert. Durch diese Normierung werden verbleibende 
Unterschiede an der eingesetzten cDNA-Menge korrigiert. Trotz dieser 
Normierungen wurden jeweils nur Daten aus einer Reaktion miteinander 
verglichen, um Verfälschungen, die durch kleine Schwankungen bei der 
Durchführung der Reaktion trotz identischer Versuchsbedingungen entstehen, 
zu vermeiden. 
Zur Qualitätskontrolle wurde in jeder PCR cDNA der Brustkrebszelllinie T47D 
mitgeführt. Diese bestätigte die erfolgreiche Durchführung jeder Reaktion. Die 
Güte der entwickelten Primer wurde zuerst an Leber-cDNA getestet (siehe 
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3.3.5), die das gesuchte Produkt kontinuierlich exprimiert. Erst nachdem diese 
Positivkontrolle erfolgreich war, wurden die weiteren Versuche durchgeführt. 
Mit der PCR lässt sich eine Aussage zu der in den Proben enthaltenen mRNA-
Menge des Haptoglobins treffen. Im semiquantitativen Vergleich von Proben 
aus verschiedenen Phasen des menstrualen Zyklus bzw. der 
Frühschwangerschaft lässt sich eine Aussage über den Verlauf der Expression 
treffen. Der mRNA-Nachweis zeigt, dass das Protein im Gewebe selber 
synthetisiert und nicht über den Blutstrom eingetragen wird. Da es 
posttranskriptional z.B. über die Translation oder die Lebensdauer des Proteins 
viele weitere Regulationsmechanismen geben kann, lässt die PCR jedoch keine 
direkten Schlüsse auf die Proteinmenge zu. Deshalb wurden zusätzlich 
Proteinnachweise durchgeführt. 
5.1.2 Western Blot und immunologische Detektion 
Beim Western Blot mit anschließender immunologischer Detektion handelt es 
sich ebenfalls um eine semiquantitative Methode. Bei jeder verwendeten Probe 
wurde eine Proteinbestimmung durchgeführt, um die einzusetzende 
Probenmenge zu normieren. Um trotzdem bestehende, minimale 
Schwankungen der Proteinmenge auszugleichen, wurde für jede Dezidua- und 
Endometriumprobe auch -Actin detektiert. Als Protein des Zytoskeletts ist es 
sowohl in Zellen der Dezidua als auch des Endometriums in gleicher Menge zu 
finden. Auf diese gemessenen Werte wurden alle gemessenen 
Haptoglobinwerte normiert (siehe 3.4.8). Durch diese Angleichung und 
Normierung wird ein späterer semiquantitativer Vergleich verbessert. Durch 
Vorversuche an entsprechenden Proben wurde die jeweils optimale, 
einzusetzende Proteinmenge ermittelt, die es verlässlich erlaubt, Unterschiede 
zwischen den Proben nachzuweisen (siehe 3.4.7). 
Die SDS-Gelelektrophorese nach Lämmli (siehe 3.4.3) garantiert, dass in der 
Elektrophorese die Proteine nur abhängig von ihrer Größe aufgetrennt werden 
und keine anderen Faktoren, wie z.B. die elektrische Ladung, diesen Prozess 
beeinflussen. Außerdem wurde ein reduzierendes Milieu erzeugt, so dass die 
Proteine in ihre jeweiligen Untereinheiten aufgetrennt wurden. Deshalb stellt 
sich Haptoglobin in seinen Untereinheiten von 1- bzw. 2- Kette und -Kette 
dar. Jede dieser Ketten zeigte sich bei verschiedenen Proben häufig auch als 
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Doppelbande. Dieses Phänomen wurde auch schon früher gezeigt (Bottini et al. 
1999, Porta et al. 1999, Piva et al. 2001). Vor der immunologischen Detektion 
wurde beim Blotten durch Verwendung von SDS-freiem Transferpuffer wieder 
eine teilweise Renaturierung der Proteine erreicht, um so die Erkennung durch 
den Antikörper zu verbessern. 
Die Funktion des Antikörpers wurde in Vorversuchen an Serumproben und 
aufgereinigtem Haptoglobin 1-1 und Haptoglobin 2-2 bestätigt (siehe 3.4.7). 
Erst nachdem sich hier die spezifischen Banden gezeigt hatten, wurden die 
weiteren Versuche durchgeführt. Zur Qualitätskontrolle jedes einzelnen 
Western Blots und der Größenkontrolle der detektierten Banden wurden immer 
ein Molekulargewichtsmarker und eine Serumprobe mit aufgetragen. 
Aufgrund der begrenzten Plätze für Proben auf den Gradienten-Gelen war es 
nicht möglich, alle Proben in einem Versuch zu verwenden, sondern diese 
mussten auf mehrere Gele und Blots verteilt werden. Dabei wurde auf eine 
möglichst gleichmäßige Verteilung der Proben über den Zyklus bzw. den 
untersuchten Schwangerschaftszeitraum auf jedem Western Blot geachtet, um 
einer Verfälschung der Ergebnisse vorzubeugen. Außerdem wurde besonders 
darauf Wert gelegt, die Versuche unter möglichst identischen Bedingungen 
durchzuführen. 
Um die einzelnen Western Blots miteinander vergleichen zu können und 
minimale, versuchsbedingte Unterschiede zwischen den Blots auszugleichen, 
wurde auf jedem Western Blot ein Bezugspunkt gewählt (siehe 3.4.8). Dabei 
wäre es wünschenswert, eine Probe auf jedem Western Blot aufzutragen, die 
als Kalibrator gedient hätte. Aufgrund der begrenzten Probenvolumina bei der 
Gewinnung von menschlichem Probenmaterial war dies jedoch nicht möglich. 
Es wurden daher verschiedene Proben aus der 13. SSW, von denen jeweils 
eine auf jedem Western Blot vorhanden war, und die nur geringe 
interindividuelle Schwankungen zeigten, als Bezugspunkt gewählt (siehe 3.4.8). 
Bei den Endometriumproben war das Probenmaterial noch weitaus 
eingeschränkter. So fand sich hier kein Zyklustag, der auf allen Western Blots 
vorhanden war. Deshalb wurden zuvor Gruppen aus mehreren Zyklustagen 
gebildet, und dann die Gruppe 6.-8. Zyklustag als Bezugspunkt gewählt. 
Anschließend wurden alle weiteren Werte bzw. Gruppen auf diese 
Bezugspunkte normiert (siehe 3.4.8) und konnten dann verglichen werden. 
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Mit Hilfe des Western Blots lässt sich eine Vorstellung über die 
Proteinexpression des Haptoglobins in den einzelnen Abschnitten gewinnen. 
Durch die Aufteilung in die Untereinheiten ist gleichzeitig eine Aussage über 
den jeweiligen Anteil jeder Untereinheit an der Gesamtproteinmenge des 
Haptoglobins möglich. Eine Aussage über RNA- und mRNA-Gehalt ist nicht in 
jedem Fall abzuleiten, da die Protein-Expression vielen verschiedenen 
Regulationsmechanismen unterliegt. Es ist also möglich, dass sich in den Daten 
Unterschiede zwischen mRNA- und Proteingehalt zeigen. 
5.1.3 Immunhistochemie 
Die Immunhistochemie ist primär eine qualitative Methode, die eine 
Lokalisierung des gesuchten Markers erlaubt. Durch eine Auswertung nach 
konkreten Kriterien wird jedoch eine Aussage über quantitative Tendenzen 
ermöglicht, da bei gleichbleibenden Versuchsbedingungen von einer gleichen 
Bindung des Antikörpers an den gesuchten Marker auszugehen ist. 
In verschiedenen Versuchen wurden die Versuchsbedingungen in Bezug auf 
Vorbehandlung, Konzentration des ersten Antikörpers und dessen 
Inkubationszeit getestet (siehe 3.5.8). Erst nachdem die optimalen 
Bedingungen gefunden worden waren, wurden alle weiteren Versuche 
durchgeführt. Um einer störenden, endogenen Peroxidaseaktivität 
vorzubeugen, wurden alle Präparate mit 0,3 % Wasserstoffperoxid behandelt 
(siehe 3.5.2). Eine unspezifische Bindung des Zweit-Antikörpers an Strukturen 
des Präparats wurde durch eine Blockierung dieser Bindungsstellen verhindert. 
Es wurde außerdem zu jedem Präparat und jeder Färbung eine 
Negativkontrolle angefertigt, die, da sie immer negativ war, die Spezifität der 
Färbung anzeigte. Haptoglobin war in der Doppelmarkierung mit wenigen 
Ausnahmen immer in den Gefäßen nachzuweisen. Diese Reaktion konnte 
somit als Positivkontrolle für eine verlässliche Reaktion dienen (siehe 4.1.3 und 
4.2.3). 
Bei der Immunhistochemie und den Western Blots wurde der gleiche Antikörper 
gegen Haptoglobin verwendet. In den Western Blots wurde bereits die Spezifität 
des Antikörpers nachgewiesen, da sich dort die spezifischen Banden für die - 
und -Ketten zeigten. Daher ist von einer ebenfalls spezifischen Reaktion in der 
Immunhistochemie auszugehen.  
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Es bleibt jedoch zu bedenken, dass Haptoglobin beim Western Blot vor der 
Elektrophorese durch SDS denaturiert wurde. Diese Denaturierung wurde zwar 
durch eine Verwendung von SDS-freiem Transferpuffer wieder teilweise 
aufgehoben, die Renaturierung erfolgt aber nicht immer vollständig. Bei der 
Immunhistochemie findet keine Auftrennung des Haptoglobins in seine 
Untereinheiten statt. Außerdem findet sich Haptoglobin dort im Zell- und 
Gewebsverband, was eventuell eine andere Zugänglichkeit der entscheidenden 
Epitope zur Folge hat. Es ist daher möglich, dass der Antikörper in der 
Immunhistochemie und im Western Blot ein geringfügig unterschiedliches 
Bindungsverhalten an Haptoglobin zeigt. Nähere Informationen zum genauen 
Bindungsverhalten im Western Blot und der Immunhistochemie sowie zu den 
erkannten Epitopen waren vom Hersteller nicht zu erhalten. 
In die verwendeten Auswertungskriterien (siehe 3.5.9) wurden verschiedene 
Aspekte der Anfärbung einbezogen. Nach diesen Kriterien wurden alle 
Endometrium- und Deziduapräparate mikroskopisch gesichtet und ausgewertet.  
Mit der Immunhistochemie ist eine Lokalisation des Haptoglobin-Proteins im 
endometrialen bzw. dezidualen Gewebe und eine Zuordnung zu einzelnen 
Zellen möglich. Durch Vergleich der Stärke der Anfärbung kann eine 
semiquantitative Aussage über die Stärke der Expression getroffen werden. 
Es waren mit allen Methoden Zeichen für eine regulierte Expression von 
Haptoglobin, jedoch nur selten statistisch signifikante Unterschiede über den 
Zyklus oder den untersuchten Schwangerschaftszeitraum zu finden. Nach den 
hier erhobenen Daten kann somit eine Rolle des Haptoglobins in bestimmten 
Phasen des Zyklus bzw. der Schwangerschaft vermutet werden. Beim Arbeiten 
mit menschlichem Material sind interindividuelle Schwankungen groß. Diese 
Schwankungsbreite im Zusammenhang mit der begrenzten Anzahl der 
verfügbaren Gewebeproben kann ein Grund für die mangelnde Signifikanz der 
Daten sein. Hinzu kommt, dass der Haptoglobingehalt vor allem im 
Endometrium im Vergleich zu anderen Geweben eher gering ist. Deshalb 
können hier bereits geringe Schwankungen zwischen den Individuen sehr 
großen Einfluss auf die statistische Analyse haben. Vermutlich würden sich die 
gefundenen Trends mit größeren Gewebeprobenbanken statistisch absichern 
lassen.  
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5.2 Struktur und Funktion von Haptoglobin 
Haptoglobin wurde 1938 von Polonovski und Jayle entdeckt. Es ist ein Protein 
der Akute-Phase-Reaktion und wird vor allem in Hepatozyten gebildet. Drei 
Phänotypen werden unterschieden, Haptoglobin 1-1, Haptoglobin 2-1 und 
Haptoglobin 2-2. Dies kommt durch einen Polymorphismus in der -Kette 
zustande (siehe auch Kapitel 1), der nur beim Menschen bekannt ist. Die 
Verteilung der Phänotypen ist geographisch unterschiedlich. In Deutschland ist 
sie für Hp 1-1 14 %, Hp 2-1 48 % und Hp 2-2 38 % (Langlois and Delanghe 
1996). 
Die bekannteste Funktion des Haptoglobins ist die Bildung eines Komplexes mit 
freiem Hämoglobin. Dadurch bewahrt es den Körper einerseits vor einem 
Hämoglobinverlust und schützt ihn andererseits gleichzeitig vor den oxidativen 
Schäden durch Radikale, deren Bildung durch Hämoglobin gefördert wird. 
Durch die Bindung des Hämoglobins kann Haptoglobin auch antibakteriell 
wirken, denn viele Bakterien benötigen das im Hämoglobin enthaltene Eisen 
zum Wachstum. Haptoglobin wirkt auch noch auf eine weitere Weise 
antientzündlich. Freies Hämoglobin aktiviert die Prostaglandinsynthese, somit 
hemmt Haptoglobin durch die Bindung von Hämoglobin indirekt die 
Prostaglandinsynthese. 
Eine weitere Funktion von Haptoglobin ist die Aktivierung der Angiogenese. Es 
führt zu Wachstum und Differenzierung von Endothelzellen, und spielt somit 
eine bedeutende Rolle bei der Wundheilung, aber auch bei chronischen 
Entzündungen und in der Tumorgenese (Sadrzadeh und Bozorgmehr 2004; 
Wassell 2000).  
Auch im Immunsystem hat Haptoglobin Einfluss. Es bindet über den Rezeptor 
CD11b/CD18 an zahlreiche Immunzellen wie Monozyten, Granulozyten und 
natürliche Killer-Zellen (El Ghmati et al. 1996). Über den Rezeptor CD22 bindet 
Haptoglobin an B-Lymphozyten (Hanasaki et al. 1995) und greift auch auf 
diesem Weg in die Immunantwort ein. In Makrophagen wird Haptoglobin 
gespeichert und bei Aktivierung der Neutrophilen freigesetzt. Außerdem zeigt 
es einen inhibitorischen Effekt auf die Aktivität von Cathepsin B, einer 
lysosomalen Protease, und schützt so die Zellen vor Proteolyse (Pagano et al. 
1980). 
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Bei vielen der oben genannten Funktionen erweist sich ein Phänotyp als 
effektiver gegenüber den beiden anderen. Die totale Hämoglobin-
Bindungskapazität ist zum Beispiel bei Haptoglobin 2-2 niedriger, 
dementsprechend gewährt es einen schlechteren antioxidativen Schutz. Die 
angiogenetische Wirkung von Haptoglobin 2-2 dagegen ist stärker als bei den 
anderen Phänotypen. Diese und vielleicht noch unbekannte Auswirkungen des 
Phänotypen haben Einfluss auf verschiedenste Krankheiten. Bei Individuen mit 
Phänotyp Haptoglobin 2-2 finden sich vermehrt einige 
Autoimmunerkrankungen, psychiatrische Erkrankungen und die periphere 
arterielle Verschlusskrankheit. Die Cholesterin- und Triglyzeridspiegel sind 
erhöht (Sadrzadeh und Bozorgmehr 2004), bei Tuberkulose und HIV ist die 
Mortalität höher. Haptoglobin 1-1 geht vermehrt mit Tumorerkrankungen einher 
wie Mamma- und Zervixcarcinomen. 
Eine erhöhte Expression von Haptoglobin zeigt sich bei Entzündungen, 
Traumata und Tumoren. Sie kann durch Wachstumshormone, Insulin, 
Prostaglandine und Zytokine wie Interleukin-6 oder tumor necrosis factor (TNF) 
ausgelöst werden. Erniedrigte Haptoglobinspiegel finden sich bei Hämolyse, 
schweren Lebererkrankungen, Mangelernährung, Hämoglobinveränderungen 
und Anhaptoglobinämie (Sadrzadeh und Bozorgmehr 2004). Neugeborene 
weisen physiologischerweise einen niedrigeren Haptoglobinspiegel auf, da in 
der fetalen Leber noch kein Haptoglobin gebildet wird. 
5.3 Vorkommen und Verlauf der Haptoglobinexpression im 
Endometrium während des weiblichen Zyklus 
Haptoglobin wurde bereits in verschiedenen Organen des Fortpflanzungstrakts 
entdeckt. Dazu gehören das Endometrium in Kaninchen (Hoffman et al. 1996) 
und menschliches Endometrium (Sharpe-Timms et al. 2000, Berkova et al. 
2001), menschliches Uterussekret (Beier und Beier-Hellwig 1998), menschliche 
Follikelflüssigkeit (Porta et al. 1999), Eileiter von Kaninchen (Herrler et al. 
2004), Eierstöcke und Eileiter von Rindern (Lavery et al. 2003), aber auch 
Hoden von Ratten (O’Bryan et al. 1997).  
1998 wurde Haptoglobin 1 in menschlichem Uterussekret gefunden (Beier und 
Beier-Hellwig 1998). Dies führte zu der Vermutung, dass Haptoglobin beim 
Menschen möglicherweise im Endometrium produziert wird.  
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Im gleichen Jahr wurde im Endometriosegewebe von Ratten das Protein 
ENDO-1 entdeckt (Scharpe-Timms et al. 1998), das Ähnlichkeit mit der -Kette 
des Haptoglobins aufwies. Im Endometrium der Ratten selbst wurde 
Haptoglobin zu diesem Zeitpunkt nicht nachgewiesen. Bald darauf zeigte 
dieselbe Arbeitsgruppe (Piva et Scharpe-Timms 1999) an menschlichem 
Gewebe eine Übereinstimmung von 99,4 % zwischen dem Protein ENDO-1 und 
der -Kette des Haptoglobins und das Vorkommen von ENDO-1 in eutopem 
Endometrium. Damit war zum ersten Mal der Nachweis von Haptoglobin im 
menschlichen Endometrium gelungen. 
In den Versuchen dieser Arbeit konnte Haptoglobin im menschlichen 
Endometrium über den gesamten Zyklus sowohl auf der mRNA- als auch auf 
der Proteinebene mit allen Methoden detektiert werden. Dies beweist die 
Expression von Haptoglobin im endometrialen Gewebe und zeigt, dass es dort 
kontinuierlich gebildet wird. 
Ziel dieser Arbeit war es, neben dem Nachweis von Haptoglobin im 
Endometrium eine mögliche Regulation von Haptoglobin über den menstrualen 
Zyklus festzustellen. Es zeigte sich eine vermehrte Bildung von Haptoglobin-
mRNA während der Proliferationsphase, die auf der Proteinebene eine 
entsprechende Korrelation fand, jedoch nicht so deutlich ausgeprägt war. Dies 
spricht für eine Steuerung der Proteinexpression durch posttranslationale 
Regulationsmechanismen. Ein weiterer Anstieg diesmal sowohl der mRNA-
Expression als auch der Proteinbildung des Haptoglobins war in der mittleren 
Sekretionsphase bei Betrachtung des Gesamthaptoglobins in allen drei 
verwendeten Methoden zu erkennen. Dieser Anstieg ist zwar vermutlich 
aufgrund der geringen Probenzahl nicht signifikant, doch spricht die Tatsache, 
dass er sich in allen drei Methoden findet für eine gewisse Verlässlichkeit dieser 
Aussage. Zur späten Sekretionsphase fiel die Haptoglobinproduktion wieder ab. 
Auch diese Entwicklung ist zwar nicht signifikant, zeigt sich aber konstant durch 
alle Versuche. 
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Haptoglobin in der mittleren 
Sekretionsphase eine wichtige Funktion hat, die eine Hochregulation dieses 
Proteins nötig macht. Diese Daten werden bestätigt durch andere Gruppen, die 
ebenfalls eine vermehrte Expression von Haptoglobin in den 
Fortpflanzungsorganen während der Sekretion fanden. 
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So wird ENDO-1 im menschlichen, endometrialen Stroma in der 
Sekretionsphase mehr gebildet als in der Proliferationsphase (Scharpe-Timms 
et al. 2000). Für die -Einheit des Haptoglobins konnten Berkova et al. (2001) 
zeigen, dass es im menschlichen Uterus ebenfalls vermehrt in der 
Sekretionsphase gebildet wird.  
Bei Untersuchungen in Plasma und Peritonealflüssigkeit von 
Endometriosepatientinnen fand sich für eine Isoform des Haptoglobins, HpE, 
eine vermehrte Sekretion bei Endometriosepatientinnen gegenüber der 
Kontrollgruppe (Ferrero et al. 2005). Außerdem zeigte sich in der 
Kontrollgruppe während der Sekretionsphase eine höhere Expression von 
Haptoglobin als in der Proliferationsphase. In Ovar und Eileiter von Rindern 
konnten dagegen keine Unterschiede in der Bildung eines Haptoglobin-
ähnlichen Proteins zwischen der proliferativen und lutealen Phase festgestellt 
werden (Lavery et al. 2003). Die hepatische mRNA-Expression dieses Proteins 
scheint dagegen in der proliferativen Phase erhöht zu sein. 
Im Unterschied zu diesen Gruppen finden wir auch eine sehr starke Bildung in 
der Proliferationsphase. Die einzige Studie, die ebenfalls zu diesem Ergebnis 
kommt, ist Lavery et al. (2004). Sie entdeckten eine vermehrte mRNA-
Expression von Haptoglobin in Rindern während der Proliferationsphase im 
Vergleich zur Sekretionsphase. Vielleicht lassen sich die Unterschiede in der 
Datenlage durch eine nicht eindeutige Unterteilung der Proliferations- bzw. 
Sekretionsphase erklären. Je nachdem aus welchem Bereich der jeweiligen 
Phase die Proben stammen, kann daraus ein Abfall oder Anstieg von der 
Proliferations- zur Sekretionsphase resultieren. Das könnte auch erklären, 
warum in manchen Arbeiten kein Peak in der Haptoglobinexpression während 
der Proliferationsphase festgestellt wurde. Genauere Angaben dazu, aus 
welchem Bereich der jeweiligen Phase die Proben entstammten, sind in den 
oben genannten Studien leider nicht gemacht worden. 
Alle diese Studien bestätigen die Bildung sowohl der mRNA als auch des 
Proteins von Haptoglobin im Endometrium. Es gibt jedoch auch einige 
Publikation, in denen im Endometrium kein Haptoglobin gefunden werden 
konnte. 
In Kulturen von menschlichem Endometrium konnte keine Haptoglobin-mRNA 
entdeckt werden (Piva et al. 2001). Als Ursache wurde eine geringe O2-
Konzentration oder ein fehlender Haptoglobin-stimulierender Faktor in der 
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Kultur vermutet. Kathy et Sharpe-Timms (2005) bestätigten die Bildung von 
Haptoglobin im Stroma von endometrialen Gewebefragmenten in der 
Bauchhöhle. Im eutopen Endometrium selber konnten sie kein Haptoglobin 
nachweisen. 
In anderen Studien konnte im Endometrium von Kaninchen während der 
Proliferationsphase kein Haptoglobin detektiert werden (Hoffmann et al. 1996, 
Olsen et al. 1997), erst in der Implantationsphase wurde es nachgewiesen. 
Im Endometrium wird im Vergleich zu anderen Gewebearten nur sehr wenig 
Haptoglobin gebildet (siehe 4.4), erst in der Phase der möglichen Implantation 
steigt die Expression. Es ist daher zu vermuten, dass es an der geringen 
Bildung in Verbindung mit möglicherweise zu geringer Sensitivität der 
verwandten Tests und an der Abhängigkeit vom Zeitpunkt der ausgewählten 
Proben liegt, dass in manchen Studien während der Proliferationsphase kein 
Haptoglobin gefunden wurde.  
In der Immunhistochemie dieser Arbeit zeigt sich, dass als Hauptbildungsort 
des Haptoglobins vermutlich das Stroma in Frage kommt, da das Haptoglobin 
dort besonders häufig detektiert werden konnte. Dies wird durch verschiedene 
andere Veröffentlichungen bestätigt. 
Erstmals wurde eine Expression von Haptoglobin im menschlichen, 
endometrialen Stroma 2000 veröffentlicht (Scharpe-Timms et al. 2000). Später 
wurde die Bildung von Haptoglobin im Stroma von endometrialen 
Gewebefragmenten in der Bauchhöhle bestätigt (Kathy et Sharpe-Timms 2005). 
In einer anderen Studie fand es sich in der Sekretionsphase sowohl in 
Epithelzellen als auch im Stroma, in der Proliferationsphase war es dagegen 
nur in geringerer Konzentration im Stroma zu detektieren (Berkova et al. 2001). 
Bei immunhistochemischen Versuchen an Eileitern von Rindern wurde 
Haptoglobin in der Ampulle des Eileiters stärker gebildet als im Isthmus, dort 
vor allem in den Mucosafalten, dem Lumen und in der interstitiellen Matrix 
(Lavery et al. 2003). Diese Arbeiten bestätigen die auch von uns gefundene 
interstitielle Haptoglobinbildung. 
Klinisch wichtig erscheint die vermehrte Expression von Haptoglobin im ektopen 
Endometriosegewebe. Dort wurde Haptoglobin zum ersten Mal im 
endometrialen Gewebe entdeckt (Sharpe-Timms et al. 1998). Das Vorkommen 
von Endometrium in ektopen Bereichen im Zusammenhang mit einer 
vermehrten Haptoglobinbildung spricht dafür, dass dieses zur Etablierung des 
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Endometriums an diesen fremden Orten beiträgt und mögliche 
Abwehrreaktionen des ursprünglichen Gewebes gegen das Endometrium 
unterdrückt. Peritoneale Makrophagen von Endometriosepatientinnen zeigen 
eine verminderte Adhäsionsfähigkeit (Kathy et al. 2005). Diese könnte zum 
Beispiel durch Haptoglobin vermittelt sein, dass die Adhäsionsfähigkeit von 
Makrophagen hemmen kann (El Ghmati et al. 1996). Auch IL-6, das vermehrt in 
den peritonealen Stromazellen von Endometriosepatientinnen gebildet wird und 
selbst wiederum die Haptoglobinexpression steigert, scheint in diesen Prozess 
einzugreifen (Piva et al. 2001). 
Wie hier gezeigt wurde, wird Haptoglobin über den gesamten Zyklus im 
Endometrium selbst exprimiert. Eine vermehrte Haptoglobinbildung wurde in 
der Proliferationsphase festgestellt, ein weiterer Gipfel liegt in der mittleren 
Sekretionsphase. Die Expression ist sowohl auf der mRNA- als auch auf der 
Protein-Ebene in allen Endometriumproben nachweisbar. Der Hauptbildungsort 
ist dabei das Stroma. Haptoglobin unterliegt während des weiblichen Zyklus 
einer Regulation, die belegt, dass es möglicherweise zyklusabhängige, 
spezifische Funktionen hat, da es vor allem zu einem Zeitpunkt exprimiert wird 
in dem eine Implantation stattfinden kann, deren Gelingen entscheidend für 
eine erfolgreiche Schwangerschaft ist. 
5.4 Bedeutung der Haptoglobinexpression im Endometrium in der 
Implantationsphase 
Die Implantation, der Vorgang bei dem sich der Embryo in die 
Gebärmutterschleimhaut einnistet, ist für die erfolgreiche Schwangerschaft ein 
entscheidender Moment. Wir fanden einen deutlichen Anstieg der 
Haptoglobinbildung im Endometrium sowohl auf der Ebene der mRNA-
Expression als auch der Proteinbildung in der mittleren Sekretionsphase, in die 
der Zeitraum der Implantation fällt. 
Erstmals wurde Haptoglobin immunhistochemisch während der 
Implantationsphase im Endometrium von Kaninchen gefunden (Hoffman et al. 
1996). Diese Entdeckung wurde bald darauf bestätigt, indem die Bildung von 
Haptoglobin-mRNA im Endometrium von Kaninchen am sechsten Tag der 
Schwangerschaft nachgewiesen wurde (Olson et al. 1997). 
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Dass Haptoglobin in den Fortpflanzungsorganen vor allem um die 
Implantationszeit gebildet wird, zeigte auch eine weitere Studie, die 
Haptoglobin-mRNA in Ampulle und Isthmus des Eileiters von Kaninchen bereits 
sechs Stunden nach der Paarung/HCG-Injektion bis zum sechsten Tag der 
Schwangerschaft fand (Herrler et al 2004). Damit befindet sich Haptoglobin zu 
einem Zeitpunkt im Eileiter, an dem dort die Kapazitation der Spermien und der 
Transport der befruchteten Eizelle stattfindet. Im Endometrium wurde es von 
Tag vier bis sechs nach der Befruchtung gebildet. Auf der Proteinebene 
bestätigten sich diese Ergebnisse. In der Ampulle wurde Haptoglobin 
beginnend sechs Stunden nach der Paarung bis zum zweiten Tag gefunden, im 
Isthmus war die Haptoglobinbildung zum Zeitpunkt der Ovulation am höchsten. 
Im endometrialen Gewebe konnte Haptoglobin bereits vom ersten bis dritten 
Tag detektiert werden, erreichte seinen Gipfel aber am fünften und sechsten 
Tag nach der Befruchtung.  
In einer späteren Studie wurde die Haptoglobinexpression zum erstem Mal im 
menschlichen Uterussekret in der Zeit von der Ovulation bis zu Menstruation 
untersucht (Nauta 2006). Dabei wurden keine generellen signifikanten 
Unterschiede während des Zyklus gefunden. Jedoch war ein signifikanter Abfall 
an Tag 18/19 des Zyklus und danach direkt ein Anstieg auf die maximalen 
Werte an Tag 20/21 zu sehen. Dies stimmt vollständig mit den Daten der hier 
vorgestellten Arbeit überein, die ebenfalls einen deutlichen Anstieg zwischen 
der frühen und mittleren Lutealphase zeigen.  
All diese Studien bestätigen, dass ein Höhepunkt der Haptoglobinbildung in der 
Dezidua um den Zeitraum der Implantation zu finden ist. Damit ist der Anstieg 
zur mittleren Sekretionsphase unzweifelhaft ein entscheidender Punkt in der 
Haptoglobinexpression während des Zyklus. Das legt nahe, dass Haptoglobin in 
die zu diesem Zeitpunkt stattfindenden Prozesse eingreift und an dem 
Entstehen einer Schwangerschaft mitwirkt. 
5.5 Vorkommen und Verlauf der Haptoglobinexpression in der Dezidua 
während der frühen Schwangerschaft 
In dieser Arbeit wurde die Haptoglobinexpression sowohl auf der mRNA- als 
auch auf der Proteinebene von der fünften bis zur 16. Schwangerschaftswoche 
untersucht. In allen Deziduaproben konnte Haptoglobin mit unseren Methoden 
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durchgehend nachgewiesen werden. Es zeigte sich ein Gipfel in der 8. bis 10. 
Schwangerschaftswoche, danach fiel die Expression am Übergang zum 
zweiten Trimenon ab. Ab der 14. Schwangerschaftswoche kommt es wieder zu 
einem Anstieg der Haptoglobinbildung, der sich auf der mRNA-Ebene stärker 
darstellt. 
Eine frühe Studie, die den Verlauf von Akute-Phase-Proteinen im menschlichen 
Serum über den Verlauf der Schwangerschaft untersuchte (Haram et al. 1983), 
zeigte, dass die totale Proteinkonzentration vom Beginn der Schwangerschaft 
bis zur 28. Schwangerschaftswoche absank und dann auf einem gleich 
bleibenden Niveau stagnierte. Dagegen wies Haptoglobin im ersten und dritten 
Trimester deutliche Gipfel auf, während im zweiten Trimester der niedrigste 
Wert bestimmt wurde. Insgesamt lagen die Serumspiegel jedoch im 
Referenzbereich für gesunde, nicht schwangere Frauen.  
Die Studie von Haram et al. zeigt, dass zu Beginn einer Schwangerschaft mit 
erhöhten Haptoglobinwerten im Serum zu rechnen ist. Auch in der Dezidua 
findet sich eine vermehrte Bildung sowohl von mRNA als auch Protein in den 
ersten Wochen. Möglicherweise tritt zumindest ein gewisser Anteil des in der 
Dezidua gebildeten Haptoglobins ins Blut über und hat einen Einfluss auf den 
Serumgehalt. 
Die bisher einzige Studie, die eine Aussage über die Haptoglobinbildung in der 
menschlichen Dezidua während der Schwangerschaft macht, verglich die 
Haptoglobinproduktion in Endometrium und Dezidua (Berkova et al. 2001). Sie 
zeigte, dass in der Dezidua von schwangeren Frauen in der 38. bis 40. 
Schwangerschaftswoche mehr Haptoglobin zu finden war als im Endometrium 
während der Proliferations- oder Sekretionsphase.  
Unsere Daten stammen aus einer viel früheren Phase der Schwangerschaft 
und reichen nur bis zur 16. Schwangerschaftswoche. Ein direkter Vergleich mit 
Berkova et al. ist also nicht möglich. Über den frühen Zeitraum der 
Schwangerschaft finden sich jedoch bisher keine Studien, die den 
Haptoglobinverlauf beschreiben. Somit sind unsere Daten vollkommen neu und 
können mit keinen früheren Studien verglichen werden. 
Insgesamt kann aber von einer vermehrten Haptoglobinexpression während der 
Schwangerschaft ausgegangen werden. Das bestätigen neben unseren oben 
genannten Daten und der Studie von Haram et al. auch unsere Ergebnisse aus 
dem Vergleich verschiedener Gewebeproben (siehe 4.4). Dort war ebenfalls 
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eine gesteigerte Haptoglobinbildung in der Dezidua gegenüber dem 
Endometrium zu erkennen. 
Haptoglobin wurde von uns mittels Immunhistochemie überwiegend im Stroma 
der ersten Schwangerschaftswochen nachgewiesen und nahm im weiteren 
Verlauf ab. Vor allem zwischen der fünften und siebten 
Schwangerschaftswoche zeigte sich außerdem eine Expression in den 
Drüsenepithelien und um einzelne Zellen herum. Im Oberflächenepithel fand 
sich kein Haptoglobin. 
Eine Studie, die die Lokalisation von Haptoglobin am sechsten Tag der 
Schwangerschaft von Kaninchen untersuchte, fand Haptoglobin vor allem in 
den oberflächlichen Epithelien (Olson et al. 1997). In tiefer gelegenen 
Drüsenepithelien, im Stroma und Myometrium war jedoch keine Färbung zu 
detektieren. Auch eine weitere Studie konnte in der Implantationsphase bei 
Kaninchen Haptoglobin an der Oberfläche von Epithelien ohne Zilien 
nachweisen, während im Zytoplasma der Zellen kaum eine Reaktion zu 
erkennen war (Hoffman et al. 1996). In Stroma, Blutgefäßen und Myometrium 
war kein Haptoglobin zu finden. Dagegen wiesen in der gleichen Studie in 
Zellkulturen sowohl die Epithelien als auch das Stroma eine Haptoglobinbande 
auf. 
Dies legt nahe, dass zum Implantationszeitpunkt und in den ersten Wochen der 
Schwangerschaft die Epithelien den Hauptbildungsort für Haptoglobin 
darstellen, während es über den Zyklus vor allem im Stroma gebildet wird.  
Haptoglobin wird durchgehend in der Dezidua bis zur 16. 
Schwangerschaftswoche exprimiert, wie sowohl die Untersuchungen der 
mRNA- als auch der Proteinexpression zeigen. Ein Gipfel liegt dabei im ersten 
Trimester. Die Tatsache, dass Haptoglobin zu Beginn einer Schwangerschaft 
vermehrt gebildet wird und auch zum Zeitpunkt einer möglichen Implantation 
einer höheren Expression unterliegt, lässt den Schluss zu, dass es in diesen 
Phasen eine wichtige Funktion übernimmt.  
Die gesamte Schwangerschaft ist ein Prozess, der unter anderem von 
immunkompetenten Zellen mit gesteuert wird. Zur Tolerierung des Embryos 
muss zum Zeitpunkt der Implantation eine Immunsuppression stattfinden, da es 
sonst nicht zu einer erfolgreichen Schwangerschaft kommen kann, und der 
semiallogene Embryo abgestoßen würde.  
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Neben seiner Funktion als Hämoglobin bindendes Protein stellt sich nach und 
nach heraus, dass Haptoglobin verschiedene Einflüsse auf Zellen und Produkte 
des Immunsystems hat, und wiederum von diesen beeinflusst wird. Das betrifft 
die verschiedenen Untergruppen der Lymphozyten, Makrophagen und 
Neutrophilen, aber auch direkt Zytokine, und somit Zellen und Proteine, die sich 
in Endometrium, Dezidua und Ovar finden, und dort aktiv an immunologischen 
Funktionen beteiligt sind. Eine immunmodulatorische Wirkung von Haptoglobin, 
das während der entscheidenden Phase der Implantation und der ersten 
Schwangerschaftswochen vor Ort vermehrt gebildet wird, könnte somit eine 
Tolerierung des Embryos unterstützen. 
5.6 Immunkompetente Zellen und Zytokine im weiblichen 
Fortpflanzungstrakt 
Der weibliche Fortbildungstrakt ist stark durchsetzt von immunkompetenten 
Zellen, die dort die verschiedensten Funktion ausführen. 
Im Endometrium findet sich vor allem im Stroma eine vielfältige Zahl an 
Granulozyten und Lymphozyten, wobei NK-Zellen einen Großteil ausmachen. In 
der Proliferationsphase sind sie noch selten, steigen dann aber in der 
Sekretionsphase deutlich an (Loke et King 2000). Auch viele Zytokine wie IL-1, 
Tumor-Nekrose-Faktor- (TNF-), transforming-growth-factor- (TGF-), 
endothelial-growth-factor (EGF) und colony-stimulating-factor-1 (CSF-1) sind im 
Endometrium vorhanden (Beier et Beier-Hellwig 1998). Sie sind für die 
Etablierung und Proliferation verschiedener Zellen im Endometrium von 
Bedeutung. 
Während der Schwangerschaft verändert sich das Verhältnis der Leukozyten 
erneut. In der Dezidua finden sich verschiedenste Leukozytenpopulationen wie 
T-Zellen, NK-Zellen, Makrophagen, dendritische Zellen und vereinzelt B-Zellen 
(von Rango 2005). Überwiegend handelt es sich dabei um NK-Zellen, die in den 
ersten Schwangerschaftswochen ihr Maximum erreichen. Diese Zellen bilden 
unter anderem IFN-, für das die Trophoblastzellen entsprechende Rezeptoren 
haben (Loke et King 2000). So beeinflussen NK-Zellen das Wachstum, die 
Differenzierung und die Migration von Trophoblasten. Extravillöse 
Trophoblastzellen, die in den Uterus invadieren, exprimieren wiederum vor 
allem HLA Klasse I Antigene, die an die NK-Zellen binden können. Derart 
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entsteht eine gegenseitige Regulation, die für die richtige Balance zwischen 
Toleranz der plazentalen Invasion und mütterlicher Begrenzung der Invasion 
sorgen kann. Zum zweiten Trimester nimmt die Anzahl der proliferierenden 
Leukozyten wieder deutlich ab.  
In der Dezidua sind sowohl Th1- als auch Th2-Zytokine zu finden (von Rango 
2005). Il-1, das nicht in das Th1/Th2-Schema einzuordnen ist, scheint ebenfalls 
an der Regulation der Implantation beteiligt zu sein, da ein IL-1 
Rezeptorantagonist die Implantation hemmt. Es zeigt sich, dass diese Zytokine 
nicht aus dem Blut kommen, sondern vom dezidualen Gewebe selbst 
synthetisiert werden.  
Es wurde vermutet, dass es sich bei der Schwangerschaft eher um einen Th2-
gesteuerten Prozess handelt (Wegmann et al. 1993). Dies scheint jedoch eine 
zu vereinfachte Sichtweise zu sein, da IFN-, ein Th1-Zytokin, eine wichtige 
Rolle bei der Entwicklung der Spiralarterien und Reifung der NK-Zellen 
zukommt (Ashkar et al. 2000). Außerdem finden sich bei Frauen mit 
wiederkehrenden Aborten erniedrigte Konzentrationen von intrauterinem IFN- 
und IL-10 (Inagaki et al. 2003), was darauf hinweist, dass beide für eine 
funktionierende Frühschwangerschaft nötig sind.  
Auch IL-2 hat Einfluss auf die Schwangerschaftsentwicklung. Durch IL-2 
stimulierte NK-Zellen können extravillöse Trophoblastzellen abtöten, IL-4 wirkt 
als Gegenspieler und hemmt diese Zytotoxizität (King et Loke 1990).  
IFN- aktiviert Makrophagen und NK-Zellen und fördert die Th1-Differenzierung 
von T-Zellen. Außerdem fördert es die Apoptose von extravillösen 
Trophoblastzellen (Liu et al. 2002). Im zweiten Trimester nimmt die Expression 
von IFN- ab. Das könnte bedeuten, dass im ersten Trimester durch IFN- die 
Invasion der extravillösen Trophoblastzellen unter anderem durch 
Apoptoseinduktion reguliert wird. Parallel dazu wird eine immunologische 
Toleranz gegenüber diesen Zellen aufgebaut. Im zweiten Trimester reduziert 
der Trophoblast seine invasive Kapazität und es kommt zu einer Abnahme von 
IFN- (von Rango 2005). 
5.7 Haptoglobin und seine immunmodulatorische Wirkung 
Die Funktion von Haptoglobin besteht, wie man inzwischen weiß, nicht nur in 
der Bindung an freies Hämoglobin und dem antioxidativen Schutz von Zellen. 
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Auch auf die verschiedenen Immunzellen, die sich im Fortpflanzungstrakt 
finden, hat es Einfluss. Gerade hier finden während einer Schwangerschaft 
Prozesse statt, die stark in das Immunsystem eingreifen, um eine Tolerierung 
des Embryos zu gewährleisten. Um auf die verschiedenen 
Leukozytenpopulationen Einfluss nehmen zu können, muss Haptoglobin über 
deren Rezeptoren wirken. Bisher sind erst wenige Oberflächenrezeptoren und 
ihre dazugehörigen Wirkmechanismen bekannt, über die Haptoglobin an 
immunkompetente Zellen bindet. 
5.7.1 Immunologische Effekte von Haptoglobin auf Lymphozyten 
Vor allem die Interaktion mit Lymphozyten ist ein wichtiger Bestandteil der 
Haptoglobinfunktion und bisher am besten untersucht. 
So kann ein dem neonatalen Haptoglobin ähnliches Glykoprotein, SER 
(suppressive E-receptor) genannt, die T-Zell-abhängige Antikörperantwort 
hemmen (Oh et al. 1987). Eine Hemmung der T-Lymphozytenaktivierung durch 
Haptoglobin konnte ebenfalls nachgewiesen werden (Frings et al. 2002).  
Versuche an Haptoglobin-Knockout-Mäusen lassen erkennen, dass diese 
prinzipiell  überlebensfähig sind, sie zeigen jedoch bei einer Immunisierung eine 
verminderte IgG-Bildung, und bei erneutem Antigenkontakt stellt sich heraus, 
dass die gebildeten Antikörper insuffizient sind (Huntoon 2008). Das beweist, 
dass Haptoglobin für eine funktionierende Immunantwort essentiell ist. 
Doch nicht nur die Aktivierung von T-Lymphozyten wird durch Haptoglobin 
gehemmt, auch in die Proliferation greift es direkt ein. SER hat eine hemmende 
Wirkung auf die Proliferation und Entwicklung von Lymphozyten (Oh et al. 
1987). Haptoglobin selbst wirkt in höheren Dosierungen inhibitorisch auf die T-
Zellproliferation (Arredouani et al. 2003). So hat es direkten Einfluss darauf, wie 
viele immunkompetente Zellen überhaupt gebildet werden.  
Haptoglobin greift nicht nur in die erworbene Immunkompetenz ein, sondern 
wirkt auch auf die angeborene Kompetenz. Über den CD11b/CD18-Rezeptor 
kann Haptoglobin an Lymphozyten binden (El Ghmati et al. 1996), darunter vor 
allem an NK-Zellen. Dieser Rezeptor kann die Aktivität der NK-Zellen erhöhen. 
Eine Bindung von Haptoglobin an CD11b/CD18 könnte diese 
Aktivitätssteigerung unterbinden, indem es Botenstoffe verdrängt, die diese 
Aktivierung bewirken könnten.  
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Tumor-assoziiertes Haptoglobin stört die zytotoxische Aktivität von NK-Zellen 
gegen die Tumorzellen (Oh et al. 1990). Es wird in Ovarialtumoren und 
Melanomen gefunden, die eine besonders große Tumormasse aufweisen und 
sehr resistent auf Chemotherapie und Bestrahlung reagieren. Dies spricht 
dafür, dass Tumore sich durch dieses modifizierte Haptoglobin erfolgreich vor 
einer suffizienten Immunantwort des Körpers schützen. 
Bei einer Schwangerschaft stellt die Trophoblasteninvasion in die Plazenta ein 
Verhalten dar, dass dem eines Tumors nicht unähnlich ist. Um den Embryo zu 
tolerieren und eine erfolgreiche Schwangerschaft zu gewähren, muss auch hier 
eine Immunantwort gegen die Trophoblasten unterdrückt werden. 
Möglicherweise sind die immunsuppressiven Eigenschaften des Tumor-
assoziierten Haptoglobins in abgeschwächter Form auch schon in nicht 
modifiziertem Haptoglobin vorhanden. 
Auch auf die B-Zellen nimmt Haptoglobin Einfluss. Die Antikörperbildung gegen 
T-Zell-unabhängige Antigene wurde in Mäuseversuchen durch Tumor-
assoziiertes Haptoglobin gesenkt (Oh et al. 1990).  
CD22 ist ein Oberflächenrezeptor von ruhenden B-Zellen und scheint bei der 
Zelladhäsion involviert zu sein. Haptoglobin kann die Bindung von B-Zellen über 
diesen Rezeptor hemmen (Hanasaki et al. 1995) und dadurch in die 
Zelladhäsionsfähigkeit dieser Zellen eingreifen. Das bedeutet, dass auch ein 
Einwandern ins Gewebe verhindert wird. Tatsächlich finden sich in der Dezidua 
nur wenig B-Zellen. So ist es möglich, dass Haptoglobin eine durch B-Zellen 
ausgeübte humorale Immunantwort unterdrückt und so die Toleranz von 
fremden Zellen in der mütterlichen Dezidua erlaubt. 
Die hier gezeigten Wirkmechanismen des Haptoglobins und die Tatsache, dass 
Haptoglobin im weiblichen Fortpflanzungstrakt zum entscheidenden Zeitpunkt 
der Implantation, aber auch während der Schwangerschaft vermehrt exprimiert 
wird, lassen einen Einfluss von Haptoglobin auf die immunologischen Prozesse 
einer Schwangerschaft vermuten. 
5.7.2 Immunologische Effekte von Haptoglobin auf Monozyten und 
Makrophagen 
Auch zwischen Makrophagen bzw. deren Vorläufern, den Monozyten, und 
Haptoglobin finden viele Interaktionen statt. Der CD11b/CD18-Rezeptor findet 
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sich unter anderem auf Monozyten und ist für deren Adhäsion an Endothelien 
und das folgende Eindringen in das entzündliche Gewebe verantwortlich und 
auch weiterhin in die Phagozytose involviert. Haptoglobin bindet mit geringer 
Affinität an diesen Rezeptor (El Ghmati et al. 1996) und kann so das Eindringen 
von Leukozyten in die Extrazellulärmatrix verhindern (Nauta 2006).  
Ein weiterer Rezeptor, über den Haptoglobin in das Immungeschehen 
eingreifen kann, ist CD163 (Frings et al. 2002). Er ist ein Rezeptor des 
Hämoglobin-Haptoglobin-Komplexes, der die Entfernung des Hämoglobins 
vermittelt. Außerdem wird er auf Monozyten, die sich in der späten Phase einer 
Entzündung und bei der Wundheilung finden und dort antiinflammatorische 
Funktionen ausüben, exprimiert. Über diesen Rezeptor erhöht Haptoglobin die 
Bildung antiinflammatorischen Zytokine (Guetta et al. 2007). 
Ein weiterer Hinweis darauf, dass Haptoglobin über Makrophagen in das 
Immungeschehen eingreift, bietet die Tatsache, dass sich bei Patientinnen, die 
unter Endometriose oder Infertilität leiden, Veränderungen der 
Makrophagenaktivierung zeigen (Berkova 1997). Haptoglobin kommt in dieser 
Erkrankung offensichtlich eine Schlüsselfunktion zu (siehe 5.3), es ist also 
möglich, dass es auch für diese immunologische Modifikation mitverantwortlich 
ist. 
5.7.3 Wechselwirkung zwischen Haptoglobin und Zytokinen 
Zytokine werden je nach Art der produzierenden T-Helfer Zelle in Th1-Typ und 
Th2-Typ Zytokine unterteilt. Th1-Zytokine sind unter anderem IFN-, TNF- 
oder IL-2 und zeigen eine inflammatorische Wirkung, zu den Th2-Zytokinen 
gehören IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13, die eher antiinflammatorisch wirken. IL-1 ist 
nicht in dieses Th1/Th2-Schema einzuordnen. Leukozyten bilden überwiegend 
IL-2, IL-4 und IFN-. 
Haptoglobin wirkt nicht nur auf die Zytokin-produzierenden Zellen, sondern hat 
auch direkten Einfluss auf diese Mediatoren. So kann Haptoglobin 
dosisabhängig die Freisetzung von IFN- und IL-2 aus T-Lymphozyten erhöhen 
(Arredouani et al, 2001). Dagegen wird die Freisetzung der Th2-Zytokine 
supprimiert. Dies würde für eine Verlagerung des Gleichgewichtes zwischen 
Th1 und Th2 in Richtung der inflammatorisch wirkenden Zytokine durch 
Haptoglobin sprechen.  
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Inzwischen konnten diese Ergebnisse durch dieselbe Arbeitsgruppe mit 
Versuchen an Haptoglobin-Knockout-Mäusen bestätigt werden (Arredouani et 
al. 2003). Bei Induktion einer Entzündung zeigte sich bei den Knockout-Mäusen 
eine vermehrte Bildung von IL-4 und eine verminderte Ausschüttung von IFN-, 
normale Mäuse zeigten ein genau entgegen gesetztes Profil. Dies beweist, 
dass Haptoglobin sowohl in vitro als auch in vivo die Balance zwischen Th1- 
und Th2-Zellen beeinflusst. 
In weiteren Versuchen konnte gezeigt werden, dass Haptoglobin die LPS-
induzierte Bildung von IL-10 und TNF- aus aktivierten Makrophagen über den 
Rezeptor CD 163 senkt (Arredouani 2005). Diese Suppression durch 
Haptoglobin unterscheidet somit nicht zwischen pro- und antiinflammatorischen 
Zytokinen. 
Eine diesen Ergebnissen entgegengesetzte Wirkung scheint dagegen der 
Haptoglobin-Hämoglobin-Komplex zu haben. Der Komplex induziert CD163-
abhängig die Bildung der antiinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-10, und in 
einem geringeren Maß auch TNF- (Guetta et al. 2007). Dies stimmt mit der 
Gegebenheit überein, dass sich in der Dezidua reichlich IL-6 und IL-10 findet. 
Über eine Erhöhung dieser Zytokine könnte Haptoglobin antientzündlich wirken 
und zur Regenerierung von Gewebe beitragen. Der Hämoglobin-Haptoglobin 
1-1-Komplex weist dabei eine stärkere Wirkung auf als der Hämoglobin-
Haptoglobin 2-2-Komplex. Dieser Unterschied könnte Teil einer möglichen 
Erklärung für die in vielen Bereichen vorhandenen und auch für die 
Schwangerschaft vermuteten, unterschiedlichen Auswirkungen der Phänotypen 
sein.  
Auf der anderen Seite nehmen aber auch verschiedene Zytokine Einfluss auf 
Haptoglobin und seine Bildung. IL-6 steigert die Expression von Haptoglobin 
(Wang et al. 2001). Glukokortikoide fördern diesen Effekt zusätzlich, ebenso 
auch IL-1 und TNF-. Auch Piva et al. (2001) bestätigten eine vermehrte 
Haptoglobinexpression in Peritonealzellen und peritonealen Endometriosezellen 
durch IL-6. Außerdem induziert TNF- die Haptoglobinfreisetzung aus 
menschlichen Neutrophilen über den p55-Rezeptor (Berkova et al. 1999).  
So ist eine gegenseitige Regulation möglich wie sie aus vielen anderen 
Regelkreisläufen im Körper bekannt ist. 
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5.8 Immunmodulatorische Effekte von Haptoglobin während der 
Schwangerschaft 
Bei einer Schwangerschaft führt eine fehlende Toleranz des Embryos zum 
Abort, er muss also für eine erfolgreiche Entwicklung vor der Immunantwort der 
Mutter geschützt werden. Auf der anderen Seite muss aber auch die 
überschießende Trophoblasteninvasion verhindert werden. Deswegen ist bei 
einer Schwangerschaft ein empfindliches Gleichgewicht aus Immuntoleranz und 
Immunantwort nötig, das einer genauen Regulation bedarf. 
Haptoglobin hemmt die T-Zell-abhängige und -unabhängige 
Antikörperaktivierung und die Proliferation und Aktivierung der T-Lymphozyten. 
Es vermindert die Adhäsionsfähigkeit von B-Lymphozyten und Makrophagen 
und wirkt über CD 163 antiinflammatorisch. Außerdem kann es das Verhältnis 
der Zytokine verändern und wird wiederum von diesen beeinflusst. 
Diese Daten zusammen mit der Tatsache, dass Haptoglobin während des 
Zyklus und der frühen Schwangerschaft einer spezifischen Regulation 
unterliegt, legen nahe, dass Haptoglobin in die Prozesse der Schwangerschaft 
eingreift. Es kann bei einer Schwangerschaft in der Dezidua über Zytokine 
antiinflammatorisch wirken und die Einwanderung von Leukozyten über 
verschiedene Rezeptoren hemmen. So vermag Haptoglobin eine mögliche 
Immunantwort gegen den Embryo und seine Implantation zu unterdrücken oder 
zumindest zu vermindern. 
Doch nicht erst im Uterus ist die Blastozyste von mütterlichen Immunzellen 
umgeben. Bereits auf dem Weg dorthin muss sie vor einer immunologischen 
Abwehrreaktion geschützt werden. 
Daten von menschlichem Material liegen nicht vor. Im Eileiter von Rindern 
konnte jedoch eine kontinuierliche Bildung von Haptoglobin nachgewiesen 
werden (Lavery et al. 2004). Die Haptoglobinproduktion in der Leber wird 
während der Sekretionsphase erhöht, so dass in der Follikelflüssigkeit und im 
Eileiter, wo sich Haptoglobin anreichert, genug Haptoglobin zur Verfügung 
steht, um die Spermazellen und die sich entwickelnde Zygote bei ihrer 
Wanderung durch den Eileiter vor der mütterlichen Immunantwort zu schützen. 
Der Embryo selbst produziert während der ersten Tage kein eigenes 
Haptoglobin. Im Kaninchenembryo findet sich Haptoglobin nur in der 
extraembryonalen Matrix (Herrler et al. 2004). Das lässt vermuten, dass 
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mütterliches Haptoglobin während der Passage durch den Eileiter 
aufgenommen wird. Eine spätere Studie bestätigte, dass während der Zeit um 
die Ovulation und Passage durch den Eileiter hohe Mengen von mütterlichem 
Haptoglobin in der Matrix, die den Embryo umgab und ihn vor immunologischer 
Erkennung schützte, zu finden waren (Nauta 2006). Eine intakte 
extraembryonale Matrix ist überlebenswichtig für den frühen Embryo. Dass 
Haptoglobin genau zu den Zeiten im Eileiter sezerniert wird, wenn 
immunologisch fremde Zellen anwesend sind, die für die Etablierung der 
Schwangerschaft wichtig sind, lässt auf eine wichtige immunologische Funktion 
dieses Proteins schließen. Es reduziert die Leukozytenaktivität und senkt damit 
die Adhäsion und Invasion der Leukozyten in die extraembryonale Matrix 
(Herrler et al. 2002). So kann es den Embryo möglicherweise vor Erkennung 
durch mütterliche Immunzellen schützen. 
Während der gesamten ersten Schwangerschaftsphase, in der der entstehende 
Embryo vor Abwehrzellen und einer mütterlichen Immunantwort geschützt 
werden muss, wie im Eileiter während der Passage oder im Uterus zum 
Zeitpunkt der Implantation, findet sich eine vermehrte Haptoglobinexpression 
und –anhäufung im umgebenden Gewebe. Haptoglobin kann somit seine oben 
beschriebenen immunmodulatorischen Funktionen an den entscheidenden 
Momenten einer Schwangerschaft einbringen und zum Erfolg in der frühen 
Phase der Schwangerschaft beitragen. 
Damit sind einige Möglichkeiten genannt, durch die Haptoglobin 
immunmodulatorisch tätig sein und in die Mechanismen von Entzündung, 
Trauma, Tumorgenese oder der Entwicklung einer Schwangerschaft eingreifen 
kann. Vermutlich sind andere Mechanismen noch unbekannt. Dieses 
komplizierte und weit verzweigte Geflecht aus vernetzten Wechselwirkungen 
verdient, weiter aufgeklärt zu werden, um Pathologien wie bei der Tumorgenese 
oder aber physiologische Vorgänge wie die Etablierung einer Schwangerschaft 
zu verstehen und irgendwann auch beeinflussen zu können. 
5.9 Haptoglobinphänotyp – Einfluss auf die Fertilität? 
In verschiedenen Publikationen wird diskutiert, dass es einen möglichen 
Zusammenhang zwischen dem Haptoglobinphänotypen und der Fertilität einer 
Frau gibt. 
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In einer dieser Studien wurden die Haptoglobin-Phänotypen bei Frauen 
untersucht, die gerade ein Kind geboren hatten (Bottini et al. 1999). Bei Frauen 
über 24 Jahren entsprach die Verteilung der Phänotypen der in der 
Bevölkerung. Waren die Frauen dagegen unter 24 Jahren, was aufgrund der 
Schwangerschaft im jungen Alter als fertil eingeschätzt wurde, zeigten sie eine 
deutliche Verschiebung zum Phänotypen Hp1-1, während der Phänotyp Hp 2-2 
seltener auftrat. Außerdem waren unter den Frauen mit Phänotypen Hp 1-1 
häufiger Mehrlingsgeburten. Bottini et al. schlossen daraus auf eine vermehrte 
Fertilität beim Phänotypen Hp 1-1. Als Grund dafür vermuteten sie die geringere 
Proteingröße von Haptoglobin 1-1, so dass es möglicherweise schneller zum 
Implantationsbereich diffundieren kann. 
Eine weitere Studie zum möglichen Einfluss von Haptoglobin auf die Fertilität 
untersuchte Haptoglobin-Phänotypen bei Frauen, die sich einer In-vitro-
Fertilisation unterzogen (Ueda et al. 2001). Dabei wurde nicht unterschieden, 
ob der Grund für die bisherige Infertilität bei der Frau oder beim Mann lag, oder 
sogar unbekannt war. Die Verteilung der Phänotypen der Frauen entsprach der 
Verteilung in der Bevölkerung. Es konnten keine Unterschiede für die 
verschiedenen Phänotypen festgestellt werden bezüglich Anzahl früherer 
Versuche, der gewonnen Eizellen, der Eizellqualität oder der Fertilisationsrate. 
Die Schwangerschaftsrate war jedoch bei Frauen mit Phänotypen Hp 2-2 
erhöht. Weiterhin hatten Frauen mit erfolgreichem Embryotransfer vermehrt die 
2-Untereinheiten im Serum. Dies spricht für einen Einfluss des 
Haptogobinphänotypen auf einen Entwicklungsprozess der Schwangerschaft, 
beginnend mit der Implantation. 
Beide Studien kommen zu unterschiedlichen Ergebnissen. Bei Bottini et al. wird 
Haptoglobin 1-1 eine höhere Fertilität zugesprochen, bei Ueda et al. ist es 
dagegen Haptogobin 2-2 bzw. die 2-Untereinheit. Allerdings haben diese 
Studien auch sehr unterschiedliche Voraussetzungen. Bottini et al. 
untersuchten die natürliche Fertilität, während es sich bei Ueda et al. um In-
vitro-Fertilisation handelte. Bei diesen Frauen kann jedoch nicht automatisch 
von Infertilität ausgegangen werden, da die Ursachen für die bisher nicht 
mögliche Schwangerschaft auch beim Mann liegen konnten.  
Aufgrund dieser konträren Publikationen wurde in dieser Arbeit eine mögliche 
Beziehung zwischen dem Haptoglobinphänotypen und der Fertilität untersucht, 
um eine Richtung bestätigen zu können. 
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Ein Problem, das auch eine Ursache für diese gegensätzlichen Ergebnisse sein 
kann, ist die Einteilung von Fertilität und Infertilität. Sie kann das Resultat einer 
Studie vollkommen verändern. Deshalb wurde in dieser Arbeit versucht, 
mehrere aktuelle Aspekte mit einzubeziehen, die für oder gegen eine Fertilität 
sprechen können (siehe auch 3.1.6). Die als fertil beurteilten Patientinnen 
hatten mindestens drei Schwangerschaften oder aber eine Schwangerschaft 
noch im späten Alter. Damit hatten die Patientinnen für heutige, europäische 
Verhältnisse viele Geburten, jedoch ist es schwer festzulegen, ab welcher Zahl 
man wirklich von Fertilität ausgehen kann. Außerdem lässt die heute mögliche 
Kinderplanung durch eine verschiedenste Zahl von Verhütungsmethoden 
keinen Schluss von keiner oder geringer Geburtenzahl auf Infertilität zu. Bei den 
infertilen Patientinnen ist von einer Ursache bei der Frau selbst auszugehen. 
Allerdings konnte nicht nach verschiedenen Ursachen unterteilt werden, da 
Informationen darüber leider nicht vorhanden waren.  
Wir konnten jedoch keine der beiden Studien bestätigen. Es wurden sowohl die 
Phänotypen als auch die Allelzahl bei nach unseren Kriterien eindeutig fertilen 
und infertilen Frauen bewertet, jedoch konnte nicht einmal eine Tendenz zu 
einem Haptoglobin-Phänotyp oder –Allel entdeckt werden. Dies könnte auch an 
der leider geringen Probenzahl liegen, bei der sich nur ein sehr eindeutiger 
Unterschied dargestellt hätte. Es spricht jedoch dafür, dass ein Effekt des 
Haptoglobinphänotypen auf die Fertilität, so es denn einen gibt, nicht sehr stark 
ausgeprägt ist. 
Es gibt verschiedene Studien, die einen Erklärungsansatz für einen möglichen 
Unterschied der Fertilität bei Haptoglobinphänotypen liefern können. Eine 
Ursache könnte die unterschiedliche Adhäsionsfähigkeit CD11b-positiver Zellen 
wie Leukozyten sein. Haptoglobin 1-1 vermindert die Adhäsionsfähigkeit von 
CD11b-positiven Zellen stärker als Haptoglobin 2-2 (Nauta 2006). Dies könnte 
bedeuten, dass Haptoglobin 1-1 den Embryo besser vor Phagozytose durch 
Abwehrzellen schützen kann, und für eine eventuelle höhere Fertilität von 
Haptoglobin 1-1 sprechen. 
Ein anderer wichtiger Faktor ist die Eizellqualität, die durch die Blut-Follikel-
Barriere mitbestimmt wird. Die Blut-Follikel-Barriere ist für Proteine abhängig 
von deren Größe durchlässig. Der Haptoglobin-Transport in den Follikel ist 
abhängig von der Funktion der Blut-Follikel-Barriere und stellt damit einen 
Indikator für ihre Qualität dar (Schweigert et al. 2006). 
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Entsprechend der Proteingröße ist die Barriere für Haptoglobin 1-1 besser 
durchgängig als für Haptoglobin 2-1 und vor allem Haptoglobin 2-2. Die 
Tatsache, dass Haptoglobin 1-1 fast ungehindert in den Follikel diffundieren 
kann, ohne mit erhöhter Infertilität verbunden zu sein, spricht dafür, dass es 
zumindest nicht negativ in die Entwicklung eingreift (Porta et al. 1999). 
Es gibt somit verschiedene Hinweise darauf, wie Haptoglobin in die Entwicklung 
einer Schwangerschaft eingreift, und dass dieses Eingreifen möglicherweise 
vom Phänotypen abhängig ist. Solange der genaue Mechanismus, durch den 
Haptoglobin wirkt, jedoch noch nicht klar ist, kann auch noch nicht definitiv 
gesagt werden, ob Haptoglobin wirklich Einfluss auf die Fertilität hat oder ein 
unabhängiger Faktor ist, der aus anderen Gründen korreliert. 
5.10 Organspektrum der Haptoglobinexpression 
Neben den Hepatozyten, die der Hauptbildungsort für Haptoglobin sind, wird 
auch in verschiedensten anderen Geweben Haptoglobin gebildet. Dazu 
gehören unter anderem Lunge, Milz, Nieren (D’Armiento et al. 1997), Haut (Li et 
al. 2005), Adipozyten (Fain et al. 2004, Nascimento et al. 2004) und 
verschiedene Fortpflanzungsorgane. 
Um die Haptoglobinbildung in Endometrium und Dezidua im Vergleich mit 
anderen Organen quantitativ einordnen zu können, wurde in verschiedenen 
Gewebeproben mittels PCR der Haptoglobin-RNA-Gehalt ermittelt. 
Wie erwartet zeigte sich in der Leber als Hauptbildungsort die stärkste 
Expression von Haptoglobin-RNA. Auch in der Lunge war eine hohe Bildung 
von Haptoglobin zu finden. In anderen Publikationen wird Haptoglobinbildung in 
der menschlichen Lunge vor allem bei entzündlichen Prozessen beschrieben 
(Yang et al. 1995; Yang et al. 2001). Bei Mäusen konnte dagegen auch 
Haptoglobin-mRNA in normalem Lungengewebe nachgewiesen werden, deren 
Bildung bereits in der pränatalen Entwicklungsphase beginnt (D’Armiento et al. 
1997). Weiterhin wurde in dieser Studie die Bildung in Haut, Milz und Nieren 
nachgewiesen, sowie in sehr geringen Mengen auch in Herz und Muskel. 
Dagegen zeigten Hirn, Blut und Darm keine Expression.  
Die Ergebnisse unserer Arbeit zeigen, dass in der Schilddrüse und im 
Brustgewebe ebenfalls geringe Mengen von Haptoglobin zu finden waren. In 
der Literatur finden sich dazu keine Belege. Bisher ließ sich Haptoglobin nur in 
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menschlichem Brustkrebs (Kuhajda et al. 1989) und bei Mastitis in Rindern 
(Hiss et al. 2004) nachweisen. 
Auch in verschiedenen Organen des weiblichen und männlichen 
Fortpflanzungstrakts war Haptoglobin nachzuweisen. In Ovar, Tube und Hoden 
zeigte sich eine deutliche RNA-Expression, die die Bildung von Haptoglobin in 
diesen Organen bestätigt. Bei Rindern konnte bereits eine 
Haptoglobinexpression in Ovar und Ampulle und Isthmus von Eileitern belegt 
werden (Lavery et al. 2003, Lavery et al. 2004), und auch bei Kaninchen findet 
es sich in Ampulle und Isthmus von Eileitern (Herrler et al. 2004). In Sertoli und 
Leydig Zellen im Hoden bei Ratten ist ebenfalls Haptoglobin nachzuweisen, im 
Nebenhoden wird kein Haptoglobin gebildet (O’Bryan et al. 1997). 
Deutlich geringer war die Haptoglobinbildung im Endometrium. Dies könnte 
auch eine Erklärung dafür sein, dass verschiedene Arbeitsgruppen zunächst 
kein Haptoglobin im Endometrium finden konnten (Hoffmann et al. 1996, 
Scharpe-Timms et al. 1998). Ein Nachweis von Haptoglobin im menschlichen 
Endometrium konnte jedoch später erbracht werden (Piva et Scharpe-Timms 
1999), dort vor allem in den Stromazellen (Berkova et al. 2001). 
Bei einer Schwangerschaft ist ein deutlicher Anstieg der Haptoglobinbildung in 
der Dezidua gegenüber dem Endometrium zu finden. Dies bestätigt die bereits 
oben geführte Diskussion und lässt erwarten, dass Haptoglobin in der 
Schwangerschaft eine wichtige Funktion zukommt, da es explizit in dieser 
Phase vermehrt gebildet wird. Auch andere Arbeiten zeigen eine deutlich 
Haptoglobinbildung nach der Befruchtung der Eizelle. Im Kaninchen ist zu 
diesem Zeitpunkt vermehrt Haptoglobin im Endometrium zu finden (Olson et al. 
1997, Herrler et al. 2004), und auch im menschlichen Gewebe konnte eine 
erhöhte Haptoglobinexpression bestätigt werden (Berkova et al. 2001). 
Haptoglobin ist somit ein sehr vielseitiges Protein, das nicht nur der Bindung 
von freiem Hämoglobin dient, sondern in den unterschiedlichsten Organen und 
Geweben gebildet wird, und dort vermutlich verschiedene Aufgaben erfüllt. Vor 
allem aber in Endometrium und Dezidua scheint Haptoglobin eine spezifische 
Funktion zu haben, da es gerade hier einer sehr feinen Regulation unterliegt. 
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6 Zusammenfassung 
Haptoglobin ist ein Akute-Phase-Protein, dass durch unterschiedliche -
Einheiten in die Phänotypen Hp 1-1, Hp 2-1 und Hp 2-2 eingeteilt werden kann. 
Die Hauptfunktion des Haptoglobins besteht in der Bindung an freies 
Hämoglobin, es zeigt sich aber inzwischen, dass es daneben auch 
immunmodulatorische Eigenschaft hat und unter anderem über Lymphozyten 
und Monozyten die Immunantwort verändern kann (Sadrzadeh und Bozorgmehr 
2004). Auch auf deziduale Lymphozyten und ihre Zytokine nimmt Haptoglobin 
Einfluss (von Rango 2005). Dadurch bekommt es eine Bedeutung bei der 
Entstehung und Entwicklung einer Schwangerschaft, bei der verschiedene 
Prozesse immunologischen Vorgängen gleichen (Nauta 2006). 
Ziel dieser Arbeit war es deshalb mittels PCR, Western Blot und 
Immunhistochemie den Verlauf und genauen Ort der Haptoglobinexpression 
über den weiblichen Zyklus und die frühe Schwangerschaft beim Menschen 
darzustellen. Außerdem wurde ein möglicher Zusammenhang zwischen 
Fertilität und dem Haptoglobinphänotypen untersucht und die 
Haptoglobinbildung in verschiedenen Geweben verglichen, um die Bildung in 
Endometrium und Dezidua quantitativ einordnen zu können. 
Haptoglobin konnte in allen endometrialen Proben mit jeweils allen drei 
Methoden nachgewiesen werden, es wird somit kontinuierlich im menschlichen 
Endometrium gebildet. Der Hauptbildungsort lag im Stroma. Die 
Haptoglobinbildung zeigte sowohl auf der mRNA-Ebene als auch bei der 
Proteinexpression einen Abfall von der Proliferationsphase zur Sekretionsphase 
und einen erneuten Gipfel zum Zeitpunkt einer möglichen Implantation. Das 
weist auf eine spezifische Regulierung und besondere Funktion des 
Haptoglobins in diesem Zeitraum hin. 
Auch während der Schwangerschaft wurde Haptoglobin durchgehend im 
untersuchten Zeitraum bis zur 16. Schwangerschaftswoche gebildet. Zum 
Zeitpunkt der stärksten Invasion im ersten Trimester wurde die größte Menge 
an Haptoglobin gefunden. Anschließend kam es am Übergang zum zweiten 
Trimenon zu einem Abfall, ab der 14. Schwangerschaftswoche stiegen sowohl 
die mRNA- als auch die Protein-Expression wieder deutlich an. In der 
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Immunhistologie kam es zu einer kontinuierlichen Abnahme der Haptoglobin-
Expression sowohl im Drüsenepithel als auch im Stroma. 
Eine Schwangerschaft und ihre Entwicklung ist ein Prozess, bei dem eine 
Immunantwort der Mutter auf den Embryo verhindert werden muss. Zum 
Zeitpunkt der Implantation und in der frühen Schwangerschaft wandern viele 
Leukozyten in die Uteruswand ein, auf die Haptoglobin Einfluss nimmt. 
Haptoglobin hemmt die Antikörperaktivierung und die Proliferation und 
Aktivierung der T-Lymphozyten (Oh et al. 1987, Arredouani et al. 2003, Frings 
et al. 2002). Weiterhin verhindert es die Einwanderung von Makrophagen und 
B-Zellen in entzündliches Gewebe (Hanasaki et al. 1995, Nauta 2006) und 
erhöht die Freisetzung antiinflammatorischer Zytokine (Arredouani et al. 2001). 
So kann Haptoglobin eine mögliche Immunantwort unterdrücken oder 
zumindest abmildern. Die Tatsache, dass Haptoglobin im weiblichen 
Fortpflanzungstrakt zum entscheidenden Zeitpunkt der Implantation, aber auch 
während der Schwangerschaft vermehrt exprimiert wird, lässt einen Einfluss 
von Haptoglobin auf die immunologischen Prozesse einer Schwangerschaft 
vermuten. 
Bei der Auswertung der Phänotypen und Genotypen von Proben fertiler und 
infertiler Frauen ließen sich keine eindeutigen Tendenzen zu der Bevorzugung 
von Haptoglobin 1-1 oder Haptoglobin 2-2 feststellen. Solange die 
Mechanismen, durch die Haptoglobin Einfluss auf eine Schwangerschaft nimmt, 
noch nicht genau erforscht sind, ist eine definitive Aussage hierzu nicht möglich. 
Der Vergleich der RNA-Expression von Haptoglobin in verschiedenen Geweben 
zeigte, dass sich neben dem Hauptbildungsorgan Leber auch in den 
Fortpflanzungsorganen wie Ovar, Tube und Hoden eine hohe Bildung finden 
ließ. Im Endometrium war die Haptoglobinbildung deutlich geringer, erfuhr 
jedoch bei einer Schwangerschaft eine deutliche Hochregulierung. Dies deutet 
ebenfalls darauf hin, dass Haptoglobin in der Schwangerschaft eine wichtige 
Funktion zukommt. 
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Abkürzungsverzeichnis 
1A    Cytochrom C - Oxidase 1A Untereinheit 
AEC     3-Amino-9-Ethyl-Carbazol 
ANOVA   Analysis of Variances 
APES    3-Aminopropyltriethoxysilane 
bp    Basenpaare   
BSA    Rinder-Serum-Albumin 
cDNA    complementary-DNA 
DEPC    Diethyl Pyrocarbonat 
DNA    Desoxyribonukleinsäure 
DNTP    Desoxyribonukleosidtriphosphate 
ECL     Enhanced Chemiluminescence 
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